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UNA SUBUNIDAD DE RECEPTOR DE ACETILCOLINA ALFA-7 HUMANA 



VARIANTE Y METODOS DE PRODUCCION Y USO DE LA MISMA 
Campo tecnico 

5 La invencion se refiere generalmente a protefnas de receptor y a 

moleculas de DMA y RNA que codifican para las mismas. En particular, la 
inencion se refiere a una subunidad a7 humana vairante, en la cual existe 
una substitucion de la posicion 274 de vallna de la subunidad a7 humana 
de tlpo natural. La invencion tambien se refiere a moleculas de DNA y 
10 RNA que codifican la subunidad a7 humana variante, asf como a metodos 
para usar la subunidad variante para identificar compuestos que 
interactuan con ella. 

Antecedentes de la invencion 

15 Estos antecedentes consideran a la subunidad a7 como que se 

relaciona al receptor de acetilcolina nicotfnico (nAChR). El nAChR esta 
comprendido de subunidades de polipeptido de transmembrana que forman 
un canal de iones selectivos-cation regulado por acetilcolina (ACh) y otros 
ligandos. Se cree que la region de transmembrana hidrofobica M2 ("TM-2") 

20 de cada subunidad forma la pared del canal de Iones. 

Dos de los nAChRs mas prominentes en el cerebro son aquellos que 
contienen subunidades a4 y aquellos que contienen subunidades a7 
(Sargent (1993) Annu, Rev. NeuroscL 16:403-443; Court et aL (1995) 
Alzheimer Disease and Associated Disorders 9:6-14). Las mutaciones de 

25 las subunidades a4 y al pueden ser la razon de algunas enfermedades del 



2 



sistema nervioso. Por ejempio, las mutaciones de la unidad a4 han sido 
asociadas con algunas formas de epilepsia (Beck et al. (1994) NeurobioL 
Disease 1:95-99; Steinlein et al (1995) Nature Genetics 11:201-203). 
Adicionalment©, nAChR conteniendo a7 puede estar involucrado en el 
5 procesamiento sensorial relacionado con la esqulzofrenia (Freedman et al. 
(1995) Biol. Psych, 38:22-33; Rollins et al. (1995) Schizophn Res. 15:183; 
Stevens et aL (1995) PsychoptiarmacoL 119:163-170), citoproteccion 
(Donnelly-roberts et al. (1996) Brain Res. 719:36-44; Akaike et al. (1994) 
Brain Res. 644:181-187; Martin et al. (1994) Drug Dev. Res. 31:135-141; 

10 Quik et al. (1994) Brain Res. 655:161-167), y crecimiento de neurits e 
inervacion (Chan et al. (1993) Neurosci. 56:441-451; Pugh et al. (1994) J. 
Neurosci. 14:889-896; Freeman (1977) Nature 269:218-222; Broide et al. 
(1995) Neurosci. 67:83-94). 

Una variante de empalme que involucra la region TM-2 de la 

15 subunidad a7 ha sido detectada en celulas de cromafina de bovino 
(Garcfa-Guzman et al. (1995) Eur. J. Neurosci. 7:647-655), y una mutacion 
que ocurre de manera natural de una proteina homologa a la subunidad a7 
encontrada en Caenorhabditis elegans, conduce a la neurodegeneracion 
(Treinin et al. (1995) neuron 17:871-877). La Ultima es una nnutacion de 

20 aminoacido simple en la region TM-2 similar a la mutacion de a7 valina- 
251 a treonina de polio ("c-a7V251T"), una de las varias mutaciones 
introducidas artificialmente en la subunidad a7 de polio para facilitar el 
estudio de la estructura de nAChR a7 y la funcion de la subunidad 
(Bertrand et al. (1995) Sem. Neurosci. 7:75-90). 
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Comparado con el nAChR de tipo natural a7 de polio ("c-a7WT"), c- 
a7V251T (tambien referida como a7-4) retuvo una alta permeabilidad a! 
calcio pero se desensibilizo lentamente, y fue 180 veces mas sensible a 
ACh. Ademas, el nAChR de c-a7V251T respondl6 a dihidro-p-erltroidina 
5 ("DHpE"), normalmente un antagonlsta de nAChR en a7 y otro nAChR de 
tipo natural, como si fuera un agonlsta (Gaizi et al. (1992) Nature 359:500- 
505; Bertrand et aL (1993) Proc. NatL Acad. Sci. USA 90:6071-6975). 
Estos estudios han conducido a un modelo que delinea la estructura de la 
region TM-2 de revestimiento de poro, y la hipotesis de que las mutaciones 

10 especfficas dentro de la region TM-2 pueden generar canales de iones 
regulados por ligandos que conducen corriente en el estado receptor- 
desensibilizado ademas del estado receptor-activado normal (Bertrand et 
al, (1995) supra; Bertrand et aL (1992) Proc. NatL Acad. ScL USA 
89:1261-1265; Gaizi et aL (1995) NeuropharmacoL 34:563-582), 

15 Aunque el nAChR a7 de polio es farmacologicamente similar al 

nAChR a7 de mamffero, existen diferencias significativas. Por ejempio, 
1 ,1-dimetil-4-fenilpiperazinio ("DMPP") es un agonista parcial muy debil en 
el nAChR a7 de polio, pero es un agonista altamente eficaz en el nAChR 
a7 humane (Peng et aL (1994) MoL Pharmacol. 45:546-554). A pesar de 

20 estas diferencias, se esperarfa que los cambios de aminoacidos en el 
nAChR a7 humano que son analogos a aquellos en el nAChR a7 de polio, 
particularmente en aminoacidos de TM-2 criticos, resultaria en cambios 
farmacologicos y electroflsiologicos similares. 
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

La presente invencion se refiere a una subunidad a7 humana 
variante, en la cual se ha cambiado la valina-274 en analogfa con la 
variante de receptor de polio correspondiente. Esta variante es analoga a 
5 la variante a7V251T de polio con respecto a la posicion relative de la 
substitucion de aminoacido en la region TM-2. Sin embargo, la subunidad 
a7 hunnana variante exhibe Inesperadamente, diferentes caracteristicas 
farmacologicas y electrofisiologicas. 

La subunidad al se combina consigo misma y puede combinarse con 
10 otras subunidades para crear varies receptores de acetilcolina nicotfnlco. 
La posibilidad de combinacion todavia con otras protei'nas, las cuales 
pueden ser o no identificadas como componentes de otras clases de 
receptor, no esta necesariamente excluida. 

De acuerdo a esto, en una modalidad, se proporciona una molecula 
15 de DNA, en donde la molecula de DNA codifica una subunidad al humana 
variante, en la cual se ha reemplazado la valina-274. 

En otra modalidad, se proporciona un vector recombinante que 
comprende tal molecula de DNA. 

En otra modalidad, la presente Invencion se dirige a una variante de 
20 subunidad a7 humana, en la cual se ha reemplazado la valina-274. 

Todavia en otras modalidades, la invencion esta dirigida a RNA 
mensajero codificado por el DNA, celulas huesped recombinantes 
transformadas o transfectadas con vectores que comprenden el DNA o 
fragmentos del mismo, y metodos para producir polipeptidos 
25 recombinantes para el tratamiento de procesos neurodegeneratives, 
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funcion enzimatica, desordenes afectivos e inmunofuncion, usando tales 
celulas. 

En otra modalidad, se proporcionan compuestos tales como 
antagonistas, asi como polinucleotidos antisentido, los cuales son utiles 
5 para tratar condiclones, tales como procesos neurodegeneratives, 
disfuncion enzimatica, desordenes afectivos e inmunofuncion. Tambien se 
proporcionan metodos para tratar individuos usando estos compuestos y 
polinucleotidos antisentido. 

Todavia en otra modalidad, se proporcionan metodos y reactivos 
10 para detectar la variante a7. 

Todavia en otra modalidad, la invencion se dirige a un metodo para 
expresar la variante de subunidad a7 humana en una celula, para producir 
la variante a7 resultante. 

En una modalidad adicional, la invencion se dirige a un metodo para 
15 identificar compuestos que modulan la subunidad o receptores que 
contienen la subunidad y a un metodo para identificar compuestos 
citoprotectores usando tales celulas. 

Betas y otras modalidades de la presente invencidn se les ocurriran 
facilmente a aquellos de habilidad ordinaria en la tecnica en vista de la 
20 descripcion en la presente, 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 muestra la estrategia para generar el DNA mutante de 
AchR a7V274T humane usando una reaccion en cadena de polimerasa. 
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Las Figuras 2A-2C muestran la secuencia de nucleotides (SEQ ID 
NO:1) del cDNA a7 humano contenlendo la mutaclon V274T. La mutac!6n 
de treonina se muestra en negritas y los sitios de restriccion EcoRV y Kpn1 
se muestran subrayados. Tambien se muestra la secuencia de 
5 amlnoacidos deducida (SEQ ID N0:2) de la variante de subunidad 
a7V274T humana derivada del cDNA. La alteracion V274T esta 
subrayada. 

La Figura 3 compara graficamente las relaciones concentraclon- 
respuesta para ACh (rombos). (-)-nicotlna (cfrculos), GTS-21 (triangulos 
10 sefialando hacia arriba) y ABT-089 (triangulos senalando hacia abajo) en 
nAChR a7V274T humano (sfmbolos rellenos) y nAChR a7 de tipo natural 
(simbolos huecos) expresados en oocitos de Xenopus. 

La Figura 4 muestra graficamente la activacion por ACh y velocidad 
de deterioro de la respuesta a7V274-T humana comparada con la del 
15 nAChR a7WT humano. 

La Figura 5 muestra graficamente las respuestas de a7V274T 
humana a antagonistas de nAChR, en donde MEC es mecamilamina (10 
M), MLA es metillicaconitina (10 nM), y DHpE es dihidro-p-eritroidina (10 
M). El control agosista-0 fue una solucion de banc sin medicamento y se 
20 aplic6 durante 20 segundos. Las pequenas respuestas de control de 
agonista-0 se midieron en cada oocito de a7V274T humano y se 
substrajeron de respuestas agonistas cuando se tabularon los datos. 

La Figura 6 muestra graficamente la corriente contra la relacion de 
voltaje de respuestas a ACh 10 )llM de la a7V274T humana expresada en 
25 oocitos de Xenopus laevis, en donde los cfrculos representan las 
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respuestas medidas en una solucion de Barth modificada conteniendo Ba^"* 
10 mM (NaCI 90 mM, KCI 1 mM, NaNOs 0.66 mM, BaCIs 10 mM. NaHCOs 
2.4 mM, piruvato de sodio 2.5 mM, y amortiguador Na-HEPES 10 mM, pH 
final 7,55) para prevenir la activacion de respuestas secundarias 
5 dependientes de Ca^"*" (ver Briggs et al. (1995) Neuropharmacol. 34:583- 
590) y los triangulos representan las respuestas medidas en solucion 
"OR2" con atropine (NaCI 82.5 mM, KCI 2.5 mM, CaClz 2.5 mM, MgClz 1 
mM. Atropina 0.5 M y amortiguador Na-HEPES 5 mM, pH final 7.4), para 
replicar las condiclones de Gaizi et aL (1992) Nature 359:500-505. 
10 La Figura 7 muestra graficamente la ligadura especifica de [''^^l]a- 

Bungarotoxina, un ligando selectivo de nAChR a7, a un clon HEK-293 
transfectado con a7V274T humana variante. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

15 La practica de la presente invencion empleara, a menos que se 

indique de otra manera, tecnicas convencionales de biologfa molecular, 
microbiologia, tecnologia de DNA recombinante, electrofisiologia y 
farmacologia, que estan dentro de la habilidad de la tecnica. Tales 
tecnicas se explican completamente en la literatura. Ver, por ejempio, 

20 Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Segunda Ediclon (1989); DNA Cloning, Vols. I y II (D.N. Glover ed. 1985); 
Perbal, B., A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); la serie, 
Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, 
Inc.); Transcription and Translation (Hames et al. eds. 1984); Gene 

25 Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller et al, eds. (1987) Cold 
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Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.); Scopes, Protein 
Purification: Principles and Practice (2a. ed., Springer-Verlag); y PCR: A 
Practical Approach (McPherson et al. eds. (1991) IRL Press). 

Todas las patentes, solicitudes de patente y publicaciones citadas en 

5 la presents, ya sea supra o infra, se incorporan en la presente por 
referencia en su totalidad. 

Como se usa en esta especificacidn y las reivindicaciones anexas, 
las formas singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen referencias plurales, a 
menos que el contenido lo dicte claramente de otra manera. Asi, por 

10 ejempio, la referencia a "un inlciador de ampliflcacion" Incluye dos o mas 
de tales iniciadores, la referencia a "una subunidad de receptor" incluye 
mas de una de tales subunidades, y similares. 

A. Definiciones 

15 Para describir la presente invencion se emplearan los siguientes 

terminos, y se pretende que esten definidos como se indica a continuacion. 

El termino "AChR" pretende ser un receptor para la acetilcolina 
neurotransmisora ("ACh"). Los AchRs son subclasificados ampliamente 
como nicotinicos o muscarfnicos. Estos tipos difieren en su farmacologia, 

20 estructuras y mecanismos de transduccion de senal. 

El termino "nAChR" pretende ser un receptor de acetilcolina 
nicotfnico. Aunque los nAChRs de varias estructuras de subunidades son 
mejor conocidos en celulas de musculo, neuronas, y celulas de cromafina, 
no son excluidos necesariamente de otros tipos de celulas (por ejempio, 

25 celulas gliales, celulas poste, celulas sangufneas, fibroblastos, etc.). 
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El termino "subunidad nAChR" pretende ser una molecula 
proteinacea, la cual puede combinar con otras de tales mol6culas en la 
formacion de un nAChR. For ejempio, se cree que el nAChR de musculo 
es un pentamero comprendido por cuatro tipos de subunidad de 
5 transmembrana: dos subunidades a1, una subunidad pi, una subunidad 5 y 
una subunidad y o s, dependiendo de la forma nAChR. Tambien se piensa 
que el nAChR neuronal analogamente es pentamerlco y comprendido por 
subunidades diferentes pero relacionadas. En la actualidad, se han 
aislado echo subunidades a (a2-a9) neuronales y tres subunidades p (p2" 

10 p4) neuronales, Un nAChR neuronal parece requerir al menos una 
subunidad a y al menos una subunidad p para un complejo funcional (es 
decir, respuesta de canal de iones a ACh u otros agonistas). Sin embargo, 
algunas subunidades puede auto-ensamblarse para formar nAChR 
"homooligomerico", como en el caso de nAChR a7 en oocitos de Xenopus y 

15 en ceiulas de mamffero transfectadas. Aunque no se ha demostrado la 
combinacion de subunidades nAChR con subunidades relacionadas con 
otros tipo de receptor (por eJempIo, otras clases de canal de iones 
regulado por ligando), esta dentro del alcance de la presente invencion 
que tales combinaciones son posibles. 

20 El termino "tipo natural" (abreviado "WT") pretende ser la forma 

tipica, usual o mas comun como ocurre en la naturaleza. El nAChR a7 tipo 
natural humano como se usa en la presente, se describio en Doucette- 
Stamm et al. (1993) Drug Dev. Res. 30:252-256. Una abreviatura de la 
forma "a7XnnnO" pretende ser una subunidad a7, en la cual el aminoacido 

25 X, ubicado en posicion nnn con relacion a la secuencia tipo natural, ha 



10 



sido reemplazada por el aminoacido 0. De esta manera, el nAChR 
a7V251T de polio indica el nAChR a7 de polio, en el cual la vallna ubicada 
en la posicion 251 en el receptor de tipo natural ha sido reemplazada por 
una treonina. 

5 Un "agonista colinergico nicotfnico" es un compuesto que se une a, y 

activa, un receptor de acetilcolina nicotinico. Por "actlva" se pretende la 
extracci6n de una o mas respuestas farmacologicas, fisiologicas o 
electroflslol6gicas. Tal respuesta incluye, pero no esta limitada a, 
despolarizacion de membrana celular y permeabilidad incrementada a Ca^* 

10 y otros cationes. 

Un "antagonlsta colinergico nicotinico" es una substancia que se une 
a un receptor de acetilcolina nicotinico y previene que agonistas activen al 
receptor. Los antagonistas puros no activan el receptor, pero algunas 
substancias pueden tener propledades de agonista y antagonista 

15 mezcladas. Los bloqueadores de canal colinergico nicotinico bloquean la 
capacidad de los agonistas para extraer flujo corriente a traves del canal 
de receptor de acetilcolina nicotinico, pero los hacen al bloquear el canal 
en lugar de prevenir que los agonistas se unan a, y activen, el receptor. 

Un "modulador colinergico nicotinico" es una substancia que 

20 influencfa la actividad del receptor de acetilcolina nicotinico a traves de la 
interacci6n en uno o mas sitios diferentes al sitio de union de agonista 
clasico. El modulador puede Incrementar o disminuir por sf mismo la 
actividad del receptor, o puede influenciar la actividad del agonista (por 
ejempio, potenciar respuestas) sin extraer por sf mismo un canal abierto 

25 en la corriente de canal. Una substancia simple puede tener diferentes 
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propiedades en diferentes subtipos de receptor de acetilcolina nicotinico, 
por ejempio, ser un agonista en un receptor y un antagonista en otro, o un 
antagonista en uno y un bloqueador de canal en otro. 

Por "regulador de nAChR" se pretende una substancia que puede 
5 actuar como un agonista, antagonista, bloqueador de canal o modulador. 

El termino ^'polinuclebtido" como se usa en la presente significa una 
forma polimerica de nucleotides de cualquier longitud, ya sea 
ribonucleotides o desoxiribonucleotidos. Este termino se refiere solo a la 
estructura primaria de la molecula. De esta manera, el termino incluye 

10 DNA de simple y doble filamento, asi como un RNA de simple y doble 
filamento. Tambien incluye modificaciones, tales como metilacion y/o 
mediante tapado, y formas no modificadas del polinucleotido. 

El termino "variante" se usa para referir a una secuencia de 
oligonucleotido, la cual difiere de la secuencia de tipo natural relacionada 

15 en uno o mas nucleotides. Tal oligonucleotido variante se expresa como 
una variante de protefna, la cual, como se usa en la presente, indica una 
secuencia de polipeptido que difiere del polipeptido de tipo natural en la 
substitucion, insercion o supresion de uno o mas aminoacidos. El 
polipeptido variante difiere en estructura primaria (secuencia de 

20 aminoacido), pero puede o no diferir significativamente en estructura 
secundaria o terciaria o en funcion con relacion al tipo natural. 

El termino "mutante" generalmente se refiere a un organismo o una 
celula que exhibe un nuevo caracter genetico o fenotipo como el resultado 
de cambio en su gene o cromosoma. Sin embargo, en algunos casos, 

25 "mutante" puede usarse en referenda a una proteina variante u 
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oligonucleotido y "mutacion" puede referirse al cambio implicito de la 
variante. 

"PoIip§ptido" y "proteina" se usan en la presente de manera 
Intercambiable e indican una cadena molecular de aminoacidos enlazados 
5 a traves de ligaduras de peptide. Los terminos no se refieren a una 
longitud especffica del producto. De esta manera, peptides, oligopeptidos 
y proteinas estan incluidos dentro de la definicion de polipeptido. Los 
terminos Incluyen modificaciones post-traduccion del polipeptido, por 
ejempio, glicosilaciones, acetilaciones, fosforiiaciones y similares. 
10 Ademas, se Incluyen fragmentos de proteinas, analogos, proteinas con 
mutacion o variantes, proteinas de fusion y similares dentro del significado 
de polipeptido. 

Una "mutacion funcionalmente conservadora" como se usa en la 
presente, pretende un cambio en un polinucleotido que codifica un 

15 polipeptido derivado, en el cual la actividad no se altera substancialmente 
comparado con aquella del polipeptido a partir del cual se hace el 
derivado. Tales derivados pueden tener, por ejempio, inserciones, 
supresiones o substituciones de aminoacidos en la molecula relevante que 
no afectan substancialmente sus propiedades. Por ejempio, el derivado 

20 puede incluir substituciones de aminoacidos conservadoras, tales como, 
substituciones que conservan la carga general, 
hidrofobicidad/hidrofilicidad, porcidn de cadena lateral, y/o volumen 
estearico del aminoacido substituido, por ejempio, Gly/Ala, Val/lle/Leu, 
Asp/Glu, Lys/Arg, Asn/GIn, Thr/Ser y Phe/Trp/Tyr. 
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Por el termino "mutante estructuralmente conservador" se pretende 
un polinucle6tido que contiene cambios en la secuencia de acldo nucleico, 
pero que codifica un polipeptido que tiene la misma secuencia de 
aminoacidos como el polipeptido codificado por el polinucleotido, a partir 
5 del cual se derlva la variante degenerada. Esto puede ocurrir porque un 
aminoacido especifico puede codificarse por mas de un "codon", o 
secuencia de tres nucleotides, dentro del polinucleotido. 

"C6lulas huesped recombinantes", "celulas huesped", "celulas", 
"lineas de celulas", "cultivos de celulas", y otros de tales terminos que 

10 denotan microorganismos o lineas de celulas eucarioticas superiores 
cuitivadas como entidades unicelulares, se refieren a celulas las cuales 
pueden ser, o haber sido, usadas como receptores para vectores 
recombinantes u otro DNA de transferencia, inmaterial del metodo 
mediante el cual el DNA es introducido en la celula o la subsecuente 

15 disposicion de la celula. Los terminos incluyen la progenie de la celula 
original, la cual ha sido transfectada. Las celulas en cultivo primario, asf 
como celulas tales como oocitos, tambien pueden ser usadas como 
receptores. 

Un "vector" es un replicon, en el cual esta unido otro segmento de 
20 polinucleotido, tal como para originar la replicacion y/o expresion del 
segmento unido. El termino incluye vectores de expresion, vectores de 
clonacion, y similares. 

Una "secuencia de codlficacion" es una secuencia de polinucleotido 
que se transcribe en mRNA y/o se traduce en un polipeptido. Los Ifmites 
25 de la secuencia de codificacion son determinadas por un codon de inicio 
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de traduccion en el extremo 5' y un codon de paro de traduccion en el 
extremo 3'. Una secuencia de codlficacibn puede Incluir, pero no est^ 
llmltada a, mRNA, cDNA, y secuenclas de pollnucleotidos recombinantes. 
Pueden prepararse variantes o analogos medlante la supresion de una 
5 porcion de la secuencia de codificaclon, medlante insercion de una 
secuencia, y/o mediante substltuci6n de uno o mds nucleotides dentro de 
la secuencia. Las tecnicas para modificar secuenclas de nucleotides, tales 
como mutagenesis de sitio dirigido, son bien conocidas por aquellos 
expertos en la tecnica. Ver, por ejempio, Sambrook et aL, supra; DNA 

10 Cloning, Vols, I y II, supra; Nucleic Acid Hybridization, supra. 

"Operablemente enlazados" se refiere a una situaclon en donde los 
componentes descritos estan en una relacion que les permite funcionar en 
su manera pretendida. Asi, por ejempio, una secuencia de control 
"operablemente enlazada" a una secuencia de codificacion esta ligada en 

15 tal manera, que se logra la expresion de la secuencia de codificacion bajo 
condiciones compatibles con las secuenclas de control. Una secuencia de 
codificacion puede enlazarse operablemente a secuencias de control que 
dirigen la transcripcion del polinucleotido, por lo cual dicho polinucleotido 
se expresa en una c6lula huSsped. 

20 El termino "transfeccion" se refiere a la Insercion de un 

polinucleotido exogeno en una celula huesped, irrespectiva del metodo 
usado para la insercion, o la forma* molecular del polinucleotido que es 
insertado. Se incluyen la insercion de un poMnucle6tido per se y la 
insercion de un plasmido o vector comprendido por el polinucleotido 

25 ex6geno. El polinucleotido exogeno puede ser transcrito y traducido 
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directamente por la celula, mantenido como un vector no integrado, por 
ejempio, un plSsmido. o de manera alternativa, pueden integrarse de 
manera estable en el genoma huesped. La "transfeccion" se usa de 
manera general en referenda a una celula eucariotica, al tiempo que el 
5 termino "transformacion" se usa para referirse a la insercion de un 
polinucleotldo en una celula procariotica. "Transformacion" de una celula 
eucariotica tambien puede referirse a la formacion de un estado canceroso 
o tumorigenico. 

El termino "aislado" cuando se refiere a un polinucleotldo o un 
10 pollpeptido, pretende que la molecula indicada este presente en la 
ausencia substancial de otras macromoleculas biologicas similares. El 
termino "aislado" como se usa en la presente significa que al menos 75% 
en peso, mas preferiblemente 85% en peso, todavia mas preferiblemente 
al menos 95% en peso y muy preferiblemente al menos 98% en peso de 
15 una composicion es el polipeptido o polinucleotldo aislado. Un 
"polinucleotldo aislado" que codifica un polipeptido particular se refiere a 
un polinucleotldo que esta substancialmente libre de otras moleculas de 
acido nucleico, que no codifica el polipeptido objetivo; sin embargo, la 
molecula puede incluir mutaciones funclonal y/o estructuralmente 
20 conservadoras, como se define en la presente. 

Las sigulentes abreviaturas de una sola letra de aminoacidos se 
usan a lo largo del texto: 

Alanina A Arginlna R 

Asparagina N Acido aspartico D 

25 Cistefna C Glutamina Q 
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Acido glutamico E Glicina G 

Histidina H Isoleucina I 

Leucina L Lisina K 

Metionina M Fenilalanina F 

5 Prolina P Serina S 

Treonina T Triptofano W 

Tirosina Y Valina V 



B. Metodos generales 

10 Se proporcionan en la presents una subunidad a7 humana variante, 

un polinucl6otido que codifica la subunidad vairante, y metodos para hacer 
la subunidad variante. La invencion no solo incluye la subunidad variante 
sino tambien m6todos para clasificar compuestos que usan la subunidad 
variante, celulas que expresan la subunidad variante. 

15 En una modalidad preferida, el polinucleotido codifica una variante 

de subunidad a7 humana, en la cual se ha reemplazado la valina-274 de la 
subunidad a7 de tipo natural. De preferencia, el polinucleotido codifica 
una subunidad a7 humana, en la cual se ha reemplazado la valina-274 por 
una treonina, o una substitucion conservadora por la treonina, por ejempio, 

20 serina. 

El nAChR variante a7 humane exhibe tanto propiedades similares e 
inesperadamente diferentes con relacion a otros nAChRs estructuralmente 
relacionada. Por ejempio, como con la variante a7V251T de polio, 
a7V274T, las respuestas a agonistas colinergicos decaen lentamente 
25 comparado con las respuestas de nAChR al de tipo natural humane. 
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Ademas, a7V274T humana es aproximadamente dos ordenes de magnitud 
mas sensible a agonistas de receptor colinergico, tales como nicotina y 
ACh comparado con el tipo natural. 

Las variantes de receptor de polio y humana difieren 
5 farmacologicamente, por ejempio, en que a7V274T humana se activa 
debilmente por dihidro-p-eritroldeno (DHpE), al tiempo que a7V251T de 
polio se activa fuertemente (FIgura 5 y Gaizi et aL (1992). Mutations in the 
channel domain of a neuronal nicotinic receptor convert ion selectivity from 
cationic to anionic. (Las mutaciones en el dominio de canal de un receptor 

10 nicotfnico neuronal covierten la selectividad de iones de cationica a 
anionica). Nature 359:500-505). Ademas, la of-tubocurarina es un potente 
antagonlsta de a7V274T humana a un activador de la a7L247T de polio 
relaclonada mutante (Bertrand et al, (1992). Unconventional pharmacology 
of a neuronal nicotinic receptor mutated in the channel domain. 

15 (Farmacologia no convencional de un receptor nicotfnico neuronal con 
mutacion en el dominio del canal) Proc, Natl. Acad. Sol. (U.S.A.) 89:1261- 
1265). Las variantes de receptor a7 humana y de polio tambien son 
electrofisiologicamente diferentes. Por ejempio, el nAChR a7V251T de 
polio no exhibe rectificacion de corriente hacia adentro (GaIzi et al. (1992), 

20 a diferencia de nAChR a7 de tipo natural de polio y humana, los cuales 
exhiben una fuerte rectificacion hacia adentro (GaIzi et aL (1992), supra, y 
Briggs et aL (1995) NeuropharmacoL 34:583-590). El nAChR a7V274T 
humane, en contraste al nAChR a7V251T de polio, rectifica por encima de 
0 mV de manera similar al receptor de tipo natural (Figura 6). 



18 



El DNA que codifica la subunidad de nAChR a7 variante humana 
puede derivarse de cDNA o genomico, preparado por sfntesis, o por una 
combinacion de tecnicas. El DNA puede usarse entonces para expresar la 
subunidad de nAChR a7 variante humana o como una plantllla para la 
5 preparacion de RNA usando metodos bien conocidos en la tecnica (ver, 
Sambrook et al., supra). 

Un m6todo para obtener el DNA deseado involucra cDNA aislante 
que codifica la subunidad de nAChR a7 humane de tipo natural, como se 
describe por Doucette-Stamm et aL (1993), supra, EI cDNA de tipo natural 

10 asi obtenido entonces se modifica y amplifica usando la reaccion en 
cadena de polimerasa ("PGR") y secuencias de Iniciador con mutacion para 
obtener el DNA que codifica la subunidad de nAChR al variante humana. 
De manera mas particular, el PGR emplea iniciadores de oligonucleotidos 
cortos (de manera general 10-20 nucleotides en longitud) que igualan 

15 extremes opuestos de una secuencia deseada dentro de la molecuia de 
DNA de tipo natural. La secuencia entre los iniciadores no necesitan 
conocerse. La plantilla inicial puede ser RNA o DNA. Si se usa RNA, 
primero se transcribe a la inversa a cDNA. Entonces se desnaturaliza el 
cDNA, usando tecnicas bien conocidas, tales como calor, e iniciadores de 

20 oligonucleotidos apropiados se adicionan en exceso molar. 

Los Iniciadores que portan la mutacion hibridaran al polinucleotido 
tipo natural a una temperatura ligeramente por debajo de aquella del dupio 
iniciador-polinucleotido de tipo natural. El iniciador puede hacerse 
especffica al mantener la longitud y composicion base del iniciador dentro 

25 de limites relativamente estrechos, y al mantener la base o bases de 
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mutante ubicadas de manera central (Zoler et aL (1983) Meth. Enzymol. 
100:468). La extension del iniciador se efectua usando polimerasa de DNA 
en la presencia de trifosfato de desoxlnucleotido o analogos de 
nucleotidos. El producto resultante Incluye los iniciadores respectivos en 

5 sus extremes 5', enlazados covalentemente a los complementos recien 
sintetizados de los filamentos originales. La molecula replicada 
nuevamente es desnaturalizada, hibridada con iniciadores, y asi en 
adelante, hasta que el producto esta suficientemente amplificado. Tales 
metodos de PGR se describen, per ejempio, en las patentes 

10 estadounidenses Nos. 4,965,188; 4,800;159; 4,683,202; 4,683,195; 
incorporado en la presente por referenda en su totalidad. El producto de 
la PGR se dona y los clones que contienen el DNA con mutacion, se deriva 
por segregacion del filamento extendido del iniciador y se selecciona. La 
seleccion puede lograrse usando el iniciador de mutante como una sonda 

15 de hibridacion. 

De manera alternative, el DNA de tipo natural puede obtenerse a 
partir de una genoteca de DNA apropiada. Las genotecas de DNA pueden 
ser sondeadas usando el procedimiento descrito por Grunstein et al. 
(1975) Proc.NatL Acad. ScL USA 73:3961. 

20 De manera alternativa, la variante a7V274T podria generarse usando 

una aproximacion de RT-PGR (reaccion en cadena de polimerasa- 
transcriptasa inversa) iniciando con RNA humane. Por ejempio, se 
sintetiza cDNA de filamento simple a partir de RNA humane 
(aproximadamente 1.5 g) como la plantilla usando procedlmientos 

25 est^ndares de transcriptasa inversa. A continuacion, se amplifica el cDNA 



20 



en dos segmentos y se introduce la mutacion usando PGR y dos pares de 
iniciadores. Los iniciadores internos son disenados para portar el codon 
para treonina (T) u otro cambio deseado, en lugar de la valina (V) de tipo 
natural en la posicion 274 (ver tambien el Ejempio 1 y la Figura 1). Los 
5 productos de las dos reaccion de PGR se combinan usando los iniciadores 
de extreme 3 y 5 para re-amplificar la secuencia de codificacion de 
longitud completa de a7V274T. Este solo es un ejempio de la generacion 
de a7V274T de una plantllla de cerebro humane. 

Los oligonucleotides sinteticos pueden prepararse usando un 

10 sintetizador de oligonucleotidos automatizado, tal come aquel descrito per 
Warner (1984) DNA 3:401, Si se desea, los filamentos sinteticos pueden 
marcarse con ^^P per tratamiento con cinasa de polinucleotido en la 
presencia de ^^P-ATP, usando condiciones estandares para la reacci6n. 
Las secuencias de DNA incluyendo aquellas aisladas de genotecas de 

15 cDNA 0 genomico, pueden modlficarse per metodos conocidos» los cuales 
incluyen mutagenesis de sitio dirigido, come se describio por Zoller (1982) 
Nucleic Acids Res. 10:6487. Brevemente. el DNA a ser modificado se 
empaca en un fago come una secuencia de filamento simple, y se 
convierte a un DNA de doble filamento con DNA polimerasa usando, come 

20 un iniciador, un oligonucleotide sintetico complementario a la porcion del 
DNA a ser modificado, y teniendo la medificacion deseada incluida en su 
propia secuencia. El cultivo de las bacterias transformadas, las cuales 
contienen replicaciones de cada filmaneto del fago, se platinan en agar 
para obtener placas. Teoricamente, 50% de las nuevas placas contienen 

25 fago teniendo la secuencia con mutacion, y el 50% restante tiene la 



21 



secuencia original. Las replicas de las placas se hibridan a una sonda 
slntetica marcada a temperaturas y condiclones adecuadas para 
hibrldaclon con el filamento correcto, pero no con la secuencia sin 
modificar. Se recuperan las secuencias que han sido identificadas por 
5 hibridacion y se clonan. De manera alternativa, puede ser necesario 
identlficar clones por an^lisis de secuencia si existe dificultad para 
distinguir la pequena diferencia de variante de tipo natural por hibridacion. 
En cualquier caso, el DNA seria confirmado por secuencia. 

Una vez producido, el DNA puede incorporarse entonces en un 

10 vector de clonacion o un vector de expresion para replicacion en una 
c6lula huesped adecuada. La construccion del vector emplea metodos 
conocidos en la tecnica. De manera general, el corte de DNA de sitio 
especffico se realiza a! tratar con enzimas de restriccion adecuadas bajo 
condiciones, las cuales generalmente son especificadas por el fabricante 

15 de estas enzimas comercialmente disponibles. Despues de la incubacion 
con la enzima de restriccion, la protefna es removida por extraccion y el 
DNA es recuperado por precipitacion. Los fragmentos cortados pueden 
separarse usando, por ejempio, metodos de electroforesis en gel de 
agarosa o poliacrilamida, de acuerdo a m6todos conocidos por aquellos 

20 expertos en la tecnica. 

Los fragmentos de corte de extremo pegajoso pueden terminarse sin 
punta usando DNA polimerasa 1 de E. coli (Klenow) en la presencia de los 
trifosfatos de desoxinucledtido apropiados (dNTPs) presentes en la 
mezcla. Tambien puede usarse el tratamiento con nuclesas S1, resultando 

25 en la hidrolisis de cualquier porcion de DNA de filamento simple. 
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Las uniones se realizan usando condiciones de temperatura y 
amortiguador estandares usando DNA ligasa T4 y ATP. Alternativamente, 
la digestion de enzima de restriccion de fragmentos no deseados puede 
usarse para prevenir la union. 
5 Las construcciones de vectores estandares Incluyen, de manera 

general, elementos de resistencia antibi6tica especfficos. Las mezclas de 
ligacion se transforman en un huesped adecuado, y los transformantes 
exitosos son seleccionados por resistencia antibiotica u otros marcadores. 
Los plasmidos para los transformantes pueden prepararse entonces de 

10 acuerdo a metodos conocidos por aquellos en la tecnica, siguiendo 
usualmente una amplificacion de cloramfenicol como se reporta por Clewell 
et aL (1972) J. Bacteriol. 110:667 puede adicionarse. EI DNA es aislado y 
analizado generalmente mediante analisis de enzima de restriccion y/o 
secuenciacion. La secuenciacion puede ser mediante el metodo bien 

15 conocido de dideoxi de Sanger et aL (1977) Proc. Natl. Acad, Sci. USA 
74:5463) como se describe adicionalmente por Messing et aL (1981) 
Nucleic Acid Res. 9:309, o mediante el metodo reportado por Maxam et aL 
(1980) /Wef/7. EnzymoL 65:499. Los problemas con la compreslon de 
banda, los cuales se observan algunas veces en reglones ricas en GC, son 

20 superados mediante el uso de, por ejempio, T-desazoguanosina o inosina, 
de acuerdo al metodo reportado por Barr et al, (1986) Biotechniques 4:428. 

Las celulas huesped son disenadas geneticamente con los vectores 
de esta invencion, los cuales pueden ser un vector de clonacion o un 
vector de expresion. El vector puede estar en la forma de un plasmido, 

25 una partfcula viral, un fago, etc. Las celulas huesped disenadas pueden 
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cultivarse en medios de nutrientes convencionales modificados segun sea 
apropiado para activar promotores, seleccionado 

transformantes/transfectantes o amplificar el polinucleotido que codifica 
una subunidad. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y 
5 similares, generalmente son similares a aquellas usadas previamente con 
la celula huesped seleccionada para la expresion, y sera evidentes para 
aquellos de habilidad en la tecnica. 

Pueden usarse tanto celulas huesped procarioticas como 
eucarioticas para expresion de las secuencias de codificacion deseadas, 

10 cuando se usan las secuencias de control apropiados que son compatibles 
con el huesped designado. Por ejempio, entre los huespedes 
procarioticos, frecuentemente se usa Escherichia coll. Ademas, por 
ejempio, las secuencias de control de expresion para procariotes incluyen, 
pero no estan limitadas a, promotores, conteniendo opcionalmente 

15 porciones de operador, y sitios de ligadura de ribosomas. Los vectores de 
transferencia compatibles con huespedes procarioticos pueden derivarse 
de, por ejempio, el plasmido pBR322 que contiene operones que confieren 
resistencia de ampicilina y tetraclclina. Y los diversos vectores de pUC, 
que tambien contienen secuencias que confieren marcadores de 

20 resistencia antibiotica. Estos marcadores pueden usarse para obtener 
transformantes exitosos por seleccion. Las secuencias de control 
procarioticas comunmente usadas incluyen, pero no no estan limitadas a, 
un sistema de operon de lactosa (Chang et al, (1977) Nature 198:1056), el 
sistema de operon de triptofano (reportado por Goeddel et al. (1980) 

25 Nucleic Acid Res. 8:4057) y el promoter PI derivado-lambda y el sitio de 
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ligadura de ribosoma de gene N (Shimatake et al. (1981) Nature 292:128) y 
el promotor Tac hibrldo (De Boer et al, (1983) Proc. Natl. Acad. ScL USA 
292:128) derivado se secuencias de los promotores UV5 trp y lac. Los 
sistemas anteriores son particularmente compatibles con E, coH\ sin 
5 embargo, otros huespedes procarioticos, tales como, cepas de Bacillus o 
Pseudomonas pueden usarse si se desea. 

Los huespedes eucarioticos incluyen celulas de levadura y mamffero 
en sistemas de cultivo. Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae y S. 
carlsbergensis se usan huespedes de levadura comunmente usados. Los 

10 vectores compatibles portan marcadores que permlten la seleccion de 
transformantes exitosos al conferir protrofia a mutantes auxotroficos o 
resistencia a metales pesados en cepas de tipo natural. Los vectores 
compatibles de levadura pueden emplear el origen 2-|ll de replicacion 
(Broach et al. (1983) Meth. EnzymoL 101:307), la combinacion de CEN3 y 

15 ARS1 u otros medios para asegurar la replicacion, tales como, secuencias 
que resultaran en la incorporacion de un fragmento apropiado en el 
genoma de la celula huesped. Las secuencias de control para vectores de 
levadura son conocidas en la tecnica e incluyen, pero no estan limitadas a, 
promotores para la sfntesis de enzimas glicoliticas, incluyendo el promotor 

20 para 3-fosfoglicerato cinasa. Ver, por ejempio, Hess et al. (1968) J. Adv, 
Enzyme Reg. 7:149, Holland et al. (1978) Biochemistry 17:4900 y Hitzeman 
(1980) J. Biol. Chem. 255:2073. Por ejempio, algunos sistemas de control 
utiles son aquellos que comprenden el promotor gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH) o promotor regulable de alcohol deshidrogenasa 

25 (ADH), terminadores tambien derivados de GAPDH, y, si se desea 
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secrecion, secuencias lideres de factor alfa de levadura. Ademas, la 
region reguladora de transcripcibn y la regi6n de Iniciacion de 
transcripci6n, las cuales estan enlazadas operablemente pueden ser tales, 
que no se asocian de manera natural en el organismo de tipo natural. 
5 Las Ifneas de celulas de mamffero disponibles come huesped para 

expresion son conocidas en la tecnica y estan disponibles de depositos 
tales como, American Type Culture Collection. Estas incluyen, pero no 
estan limitadas a, celulas HeLa, celulas de rinon embrionico humane 
(HEK), celulas de ovario de hamster chino (CHO), celulas de rinon de 

10 hambster bebe (BHK), y otras. Los promotores adecuados para celulas de 
mamffero tambien son conocidas en la t6cnica e incluyen promotores 
virales, tales como aquellas de Simian Virus 40 (SV40), virus de sarcoma 
de Rous (RSV), adenovirus (ADV), virus de papiloma bovino (BPV), 
citomegalovirus (CMV). Las celulas de mamffero tambien pueden requerir 

15 secuencias terminadoras y secuencias de adicion poli A; tambien pueden 
incluirse secuencias intensificadoras, las cuales aumentan la expresion, y 
tambien pueden ser deseables las secuencias que provocan la 
amplificacion del gene. Estas secuencias son conocidas en la tecnica- 
Los vectores adecuados para la repllcaci6n en c§lulas de mamffero pueden 

20 incluir replicones virales, o secuencias las cuales aseguran la integracion 
de las secuencias apropiadas que codifican la subunidad de nAChR a7 
variante en el genoma del huesped. Un ejempio de un sistema de 
expresion de mamffero para nAChRs se describe en Gopalakrishnan et al. 
(1995) Stable expression and pharmacological properties of the human oT 

25 nicotinic acetilcholine receptor. (Expresion estable y propiedades 
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farmacologicas del receptor de acetilcolina nicotinico a7 humano). Eur, J. 
Pharmacol. -MoL Pharmacol. 290:237-246. 

Otros sistemas eucarioticos tambien son conocidos, como son 
metodos para introducir polinucleotidos en tales sistemas, tales como 
celulas anfibias usando metodos descritos en Briggs et al. (1995) 
Neuropharmacol. 34:583-590, celulas de insectos usando metodos 
descritos en Summers and Smith, Texas Agricultural Experiment Statlori 
Bulletin No. 1555 (1987), y similares. 

El sistema de expreslon de baculovlrus puede usarse para generar 
altos niveles de protefnas recombinantes en celulas huesped de insectos. 
Este sistema permite un alto nivel de expresion de protefna, al tiempo que 
procesamiento post-traduccion de la protefna en una manera similar a 
celulas de mamfferos. Esos sistemas de expresion usan promotores 
viraies que son activados siguiendo la infeccion de baculovlrus para 
manejar la expresion de genes clonados en las celulas de Insectos 
(O'Reilly et al. (1992), Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory 
Manual, IRL/Oxford University Press). 

La transfeccion puede ser mediante cualquier metodo conocido para 
introducir polinucleotidos en una celula huesped, incluyendo empacar el 
polinucleotido en un virus y transducir una celula huesped con el virus, 
mediante la toma directa del polinucleotido por la celula huesped, y 
similares, dichos metodos son conocidos para aquellos expertos en la 
tecnica. Los procedimientos de transfeccion seleccionados dependen del 
huesped a ser transfectado y son determinados por el que realize la rutina. 
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La expresion de la subunidad de receptor variante puede detectarse 
mediante el uso de un radioligando selectivo para el receptor. Por 
ejempio, para el receptor collnergico nicotfnico, tal ligando puede ser [^^^1] 
a-bungarotoxina. Sin embargo, cualquier tecnica de ligadura de 
5 radioligando conocida en la tecnica puede usarse para detectar la 
subunidad de receptor (ver, por ejempio, Winzor et al. (1995) Quantitative 
Characterization of Ligand Binding, Wiley-Liss, Inc., NY). 

El polipeptido de nAChR variante es recuperado y purificado de los 
cultivos de celulas huesped recombinantes que expresan el mismo 

10 mediante metodos conocidos, incluyendo preclpitaclon con sulfate de 
amonio o etanol, extraccion con acido, cromatografia de intercambio de 
aniones o cationes, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de 
interaccion hidrofobica, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de 
interacci6n hidrofobica, cromatografia de hidroxiapatita o cromatografia de 

15 lectina. Pueden usarse pasos re-dobladores de proteina, segun sea 
necesario, para completar la configuracion de la proteina. Finalmente, la 
cromatografia Ifquida de alto desempeno (HPLC) puede emplearse para 
pasos de puriflcaclon final. 

El polipeptido a7 variante humane, o fragmentos del mismo, de la 

20 presente invencion tambien puede ser sintetizado mediante tecnicas 
convencionales conocidas en la tecnica, por ejempio, mediante sfntesis 
qufmica, tal como, sfntesis de peptide de fase solida. En general, estos 
metodos emplean ya sea metodos de sfntesis de fase solida o en solucion. 
Ver. por ejempio, J.M. Stewart y J.D. Young, Solid Phase Peptide 

25 Synthesis, 2® Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, IL (1984) y G. Barany y 
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R.B. Merrifield, The Peptides: Analysis, syntliesis, Biology, editores E. 
Gross y J. Meienhofer, Vol. 2, Academic Press. Nueva York, (1980), pp 3- 
254, para tecnicas de sintesis de peptido de fase solida; y M. Bodansky, 
Pricniples of Peptide Synthesis, Springer- Verlag, Berlin (1984) y e. Gross y 
5 J. Meienhofer, Eds., The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, supra. 
Vol. 1, para sfntesis en solucion clasica. 

En un sistema preferido, ya sea el DNA o el RNA derivado del 
mismo, codificando ambos la subunidad de nAChR a? humana variante 
deseada, pueden expresarse mediante inyeccion directa en una celula, tal 

10 como un oocito de Xenopus laevis. Usando este metodo, la funclonalidad 
de la variante de subunidad de nACIiR a7 humana codificada por el DNA o 
el mRNA pueden evaluarse como sigue (ver Dascal (1987) CRC Crit. Rev. 
Biochem, 22:317-387). Un polinucleotido codificando variante se inyecta 
en un oocito para traduccion en una subunidad de receptor funcional. La 

15 funcion del nAChR a7 humane variante expresado puede valorarse en el 
oocito mediante una variedad de tecnicas electrofisiologicas incluyendo 
registro de voltaje intracelular, abrazadera de voltaje de dos electrodos, 
metodos de agarradera de parche, y similares. El canal conductor de 
cationes intrfnseco para el nAChr abre en respuesta a ACh u otros 

20 agonistas colinergicos nicotfnicos, permitiendo el flujo de corriente 
transmembrana. Esta corriente puede monitorearse directamente mediante 
tecnicas de agarradera de voltaje o indirectamente mediante registro de 
voltaje intracelular, en donde se miden los cambios en el potencial de la 
membrana debido a la corriente inducida. 
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Los receptores expresados en una celula huesped recombinante 
pueden usarse para identlficar compuestos que modulan la actividad de 
nAChR. A este respecto, se demuestra la especificidad de la ligadura de 
un compuesto que muestra afinidad por el receptor al medir la afinidad del 
5 compuesto por celulas que expresan el receptor o membranas de estas 
celulas. Esto puede hacerse al medir la ligadura especffica de compuesto 
marcado (por ejempio, radioactive) a las celulas, las membranas celulares 
o su receptor aislado, o al medir la capacidad del compuesto para 
desplazar la ligadura especifica de un ligando marcado estandar. La 

10 expresion de receptores varlantes y clasiflcacion por compuestos que se 
ligan a ellos, o inhibir la ligadura del ligando marcado a estas celulas o 
membranas, proporciona un metodo para la raplda seleccion de 
compuestos con alta afinidad para el receptor. Estos compuestos pueden 
ser agonistas o antagonistas para el receptor. 

15 Los receptores expresados tambien pueden ser usados para 

clasificar compuestos que modulan la actividad del receptor de acetilcolina 
nicotfnico, es decir, agonistas o antagonistas colinergicos nicotinicos. Un 
metodo para identlficar compuestos que modulan la actividad de nAChR, 
comprende proporcionar una celula que exprese un polipeptido de receptor 

20 de acetilcolina nicotinic© al humane variane (nAChR) teniendo una 
substitucion de aminoacido en la posicion valina-274 del polipeptido de 
nAChR al humano de tipo natural, combinando un compuesto de prueba 
con la celula y midiendo el efecto del compuesto de prueba sobre la 
actividad de receptor variante. La celula puede ser una celula bacteriana, 

25 una celula de mamifero, una celula de levadura, una celula anfibia o 
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cualquier otra celula que exprese el receptor. De preferencia, la celula es 
una celula de mamifero o una celula de anfibio. De esta manera, por 
ejempio, un compuesto de prueba es evaluado por su capacidad para 
extraer una respuesta apropiada, por ejempio, la estimulacion de flujo de 
5 corriente transmembrana, o por su capacidad para inhibir la respuesta a un 
agonista coiinergico. 

Ademas, los receptores expresados pueden usarse para clasificar 
compuestos que exhiben un efecto citoprotector. La activacion anormal de 
canales de membrana es una causa potenclal de enfermedad 

10 neurodegenerativa. A este respecto, un numero de desordenes humanos 
heredados son acompanados por degeneracion neuronal (Adams et al. 
(1989) Degenerative Disease of the Nervous System, en Principles of 
Neurology, McGraw-Hill, NY, pp. 921-967). Se han usado muchos 
sistemas de modelo para estudlar las causas de estas enfermedades. Por 

15 ejempio, las mutaciones en proteinas que tienen similitud de secuencia 
extensiva a protefnas que contribuyen al canal de iones de sodio sensible 
a amilorida han sido asociadas con neurodegeneracion vacuolada en el 
nematode C. Elegans (Canessa et al. (1993) FEBS Lett. 318:95-99; y 
Voilley ef al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 :247'-251). Una mutacion 

20 asf llamada de "ganancia de funcion" en la proteina deg-3 de C. Elegans, 
provoca la degeneracion vacuolada de un pequeno conjunto de neuronas 
(Treinin et al. (1995), supra). Estudios de esta mutacion sugirieron a estos 
investigadores que la mutacion en receptores de acetilcolina neuronal 
pueden conducir a la muerte de poblaciones neuronales especificas. 
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Adicionalmente, la variante a7 pueden usarse para clasificar 
compuestos Citiles para tratar desdrdenes tales como alteraciones en 
regulaclon sensorial, dolor neuropaticoe inmunofuncion, por ejempio, dolor 
asociado con condiciones de cancer, neuralgia post herpatica, neuropatia 
5 diabetica y oseoartritis. Ademas, la variante a7 podrfa ser usada para 
tratar o matar celulas oancerosas. 

De acuerdo a esto, los medlcamentos nicotfnicos son considerados 
agentes terapeuticos potenciales en varies desbrdenes neurodegeneratives 
que incluyen, sin iimitaoion, enfermedad de Alzheimer, sindrome de Dawn, 

10 l^uru, enfermedad de Parl<inson, atrofia de sistemas multiples, dolor 
neuropatico y similares, en los cuales pueden ser utiles para disminuir la 
muerte celular. La activacion del nAChR a7 de tipo natural para extraer 
propiedades citoprotectoras (por ejempio, ilsis de ceiuias reducida, ver 
Donnelly-Roberts et al. (1996) In vitro neuroprotective properties of the 

15 novel cholinergic channel activator (ChCA) (Propiedades neuroprotectoras 
in vitro del activador de canal colin6rgico novedoso (ChCA)), ABT-418. 
Brain Res, 719:36-44). Sin embargo, todavia no se establece finalmente 
si un agonista complete o agonista parcial es preferibie, ni si lo Oltimo, que 
tipo de agonista parcial es mejor (por ejempio, uno que estabiliza los 

20 estados abierto y desensibilizado o una que estabiliza los estados abierto 
y de descanso del receptor). Este nAChR a7 variante puede usarse para 
evaluar estas cuestiones, y para seieccionar entre ligandos para tipos 
especificos de agonistas parciales o tipos especfficos de antagonistas. 
Esto es porque este nAChR a7 variante conduce corriente en los estados 

25 desensibilizado asi como el abierto, a diferencia del receptor de tipo 
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natural que conduce solamente en el estado abierto (ver Bertrand y 
Changeux (1995) Nicotinic receptor: An allosteric protein specialized for 
intercellular communication. (Receptor nicotfnico: una proteina alosterica 
especializada para comunicacion intercelular) Sem. Neurosci. 7:75-90). 
5 De esta manera, con el agonista de subunidad de nAChR varlante humano 
se cambia la potencia dos ordenes de magnitud a un nivel consistente con 
la afinidad del agonista para el estado desensibilizado. Adicionalmente, se 
esperarfa que los ligandos que son agonistas parciales en la subunidad de 
nAChR a7 de tipo natural debido a su capacidad para estabilizar los 

10 estados desensibilizado asf como el abierto, tengan eficacia incrementada 
en la subunidad de nAChR variante debido a su capacidad para conduclr 
en el estado desensibilizado. Ejemplos de tales cambios de potencia y 
eficacia son mostrados por el nAChR a7V274T variante en la Figura 3. 

De esta manera, la farmacologfa del ligando de nAChR a? puede 

15 definirse en novedosas formas a traves del uso de la subunidad de nAChR 
variante humana. Las substancias podrfan ser antagonistas en el nAChR 
a7 de tipo natural debido a su capacidad para estabilizar el estado 
desensibilizado no conductor, o debido a otros mecanlsmos, tales como 
estabilizar el estado restante o bloquear el canal de iones. Mecanismos 

20 similares podrfan contribuir al agonismo parcial en el nAChR a7 de tipo 
natural. La capacidad de un ligando para estabilizar el estado 
desensibilizado podrfa evaluarse al comparar la eficacia y potencia del 
ligando en el nAChR al variante (por ejempio, a7V274T humana) con su 
potencia y eficacia en el nAChR a7 de tipo natural. La interaccion de 

25 compuestos con el nAChr puede indentificarse usando varies metodos, 
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incluyendo, pero no limitando a, medicion electrofisiologica de flujo de 
corriente transmembrana o potencial electrico, medicion de la 
fiuorescencia de colorantes sensibles a iones o potencial, o medicion de 
flujo de iones radioactivos (por ejempio, ^^N^ o ®^Rb^), y una variedad de 
5 sistemas de expresion de nAChR a7, por eJempIo, celulas de mamffero 
transfectadas en cultivo o celulas de anfibio inyectadas. Esta novedosa 
definicion de farmacoiogfa de nAChR a7 acoplada con medidas del efecto 
del ligando a7 en el funcionamiento celular o animal podrfa ser crftica para 
el desarrollo de novedosos terapeuticos, Por ejempio, podria determinarse 

10 si un ligando que estabiliza el estado desensibilizado de la subunidad de 
nAChR a7 (agonista o antagonists parcial) es preferible para 
citoproteccion. De igual manera, el tipo de ligando mas o menos util en 
otras apllcaciones nicotinicas, tales como cognicion, memoria, ansiedad, 
atencion, regulacion sensorial (psicosis y esquizofrenia), etc., podrfan ser 

15 evaluadas usando subunidades de nAChR al variante solas o en 
combinacion con otras subunidades de receptor. 

Ademas de clasificar compuestos de prueba, la subunidad a7 
variante expresada puede usarse para investigar mecanismos de 
oitotoxicidad y citoproteccion. La evidencia de que la activacion de nAChR 

20 al es citoprotectora viene del hallazgo de que los agonistas de nAChR 
extran citoproteccion en celulas que expresan la subunidad de nAChR a7 y 
que esta citoproteccion es inhibida por antagonistas a7 selectivos (por 
ejempio, ver Donnelly-Roberts et al., supra). El mecanismo no es 
conocido, pero puede involucrar la estimulacion del influjo de Ca^"**. Si es 

25 asl, entonces el influjo de Ca^^ incrementado mediado por el nAChR a7 
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variante, debido a la permeabilidad de Ca^"^ mantenida con activacion de 
corriente prolongada, puede aumentar la citoproteccion. Por otra parte, 
como se sabe que el Ca^"^ intracelular excesivo es citotoxico, la expreslon 
o estimulacion excesiva del nAChR a7 variante podria provocar la muerte 
5 celular, quizas como se observa en C. elegans portando la mutacion 
endogena en el analogo deg3 a la variante a7. Todavia de manera 
alternativa, la subunidad de nAChR a7 tambien puede funcionar a traves 
de mecanismos dependlentes de un cambio en el estado receptor (por 
ejempio, de conformacion en descanso a desensibilizada), la cual puede 

10 influenciar su interaccion con otras proteinas, pero no necesarlamente 
dependiente de un cambio en el flujo de iones o potencial electrico. La 
subunidad de nAChR a? variante serfa critica para determinar tales 
mecanismos, ya que permitirfa a uno identificar ligandos que favorecen 
diferentes estados de receptor, y ya que proporciona una herramienta para 

15 manipular la corriente de canal de nAChR independientemente de la 
conformacion de nAChR y union de ligando. 

Los compuestos citoprotectores o citotoxicos que interactuan con el 
nAChR variante pueden identificarse usando varies metodos. Uno de tales 
metodos comprende proporcionar una c6lula que expresa una subunidad 

20 de nAChR a7 humana variante que tiene una substitucion de aminoacido 
en la posici6n de valina-274 del polipeptido de nAChR a7 humano de tipo 
natural, combiner un compuesto de prueba con la celula, y monitorear la 
c6lula para un indicador de citotoxicidad. Si es necesario controlar la 
accion espontanea de la subunidad de nAChR variante, puede expresarse 

25 de manera estable en una linea de celulas de mamifero recombinante bajo 
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el control de un promotor inducible, por ejempio, el sistema LacSwith, el 
cual es inducible por isopropiltiogalactbsido ("IPTG"). La expresion de la 
subunidad de nACHR a7 variante serfa mantenida a un bajo nivel hasta la 
induccion mediante la adicion de IPTG. De manera alternatlva, con o sin 
5 un promotor inducible, las celulas transfectadas podrfan ser cultivadas en 
la presencia de un bloqueador de nAChR a7, tal como, metillicaconitina 
("MLA") 0 mecamilamina, que prevendrfa o reduciria la accion citotoxica. 
Ambos bloqueadores son reversibles, permitiendo a uno medir el efecto del 
compuesto de prueba en la funcion de nAChR a7 despues de que se lava 

10 el bloqueador. 

Los compuestos citoprotectores pueden identificarse por su 
capacidad para reducir muerte celular al tiempo que los compuestos 
cltot6xicos pueden ser identificados por su capacidad para promover la 
muerte celular. Que estos efectos son mediados por la subunidad de 

15 nAChR a7, variante o tipo natural, pueden identificarse por la capacidad 
de un bloqueador de nAChR al para prevernir el efecto. La muerte 
celular, o citotoxicidad, puede monitorearse por una variedad de tecnicas 
incluyendo, pero no limitando a, la medicion de numero celular o densidad 
en el cultivo, de velocidad de crecimiento celular (por ejempio, la 

20 incorporacion de aminoacido o nucleotido marcado), o de integridad celular 
por ejempio, por toma de uncolorante (por ejempio, azul tripano se excluye 
por celulas saludables) o por la liberaclon de un constituyente 
citoplasmico, tal como, lactate deshidrogenasa (LDH). Los agentes 
citoprotectores tambien pueden clasificarse por su capacidad para 

25 antagonizar un nAChR variante a un grade mayor que un nAChR de tipo 
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natural, o por su capacidad para aumentar la velocidad de disminucion del 
nAChR varlante comparado con el nAChR de tipo natural, usando metodos 
descrltos en los ejemplos proporcionados mas adelante. 

Ademas, el DNA o RNA derivado del mismo, puede usarse para 
5 disenar sondas de oligonucledtidos para DMAs de nAChR que expresan 
subunidades variantes. Como se usa en la presente, el termino "sonda" se 
refiere a una estructura comprendida por un polinucleotido, como se 
definio antes, que contiene una secuencia de acidos nucleicos 
complementara a una secuencia de acidos nucleicos presente en un 

10 polinucleotido objetivo. Las regiones de polinucleotidos de sondas, 
pueden componerse de DNA, y/o RNA, y/o analogos de nucleotides 
sinteticos. Tales sondas podrian ser utiles en ensayos de hibrldacion in 
vitro para distinguir la varlante a7 del mensaje de tipo natural, con la 
condicion de que puede ser diffcil disenar un metodo capaz de hacer tal 

15 distincion dado la pequena diferencia en codlflcacI6n entre la variante y la 
de tipo natural. De manera alternativa, podria usarse un ensayo basado 
en PGR para amplificar la muestra de Rna o DNA para analisis de 
secuencia. 

Adicionalmente, la subunidad de nAChR variante puede usarse para 
20 preparar anticuerpos policlonales o monoclonales usando tecnicas que son 
bien conocidas en la tecnica. La subunidad de nAChR variante o 
fragmentos relevantes pueden obtenerse usando la tecnologia 
recombinante senalada mas adelante, es decir, una celula recombinante 
que expresa la subunidad o fragmentos puede ser cultivada para producir 
25 cantidades de la subunidad o fragmento que puede ser recuperado y 
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aislado. Alternativamente, la subunidad de nAChR vairante o fragmento 
del mismo puede sintetizarse usando tecnicas sinteticas de polip6ptido 
convencional, como se proporciona mas adelante. Los anticuerpos 
monoclonales que exhiben especificidad y selectividad para la subunidad 

5 de nAChR variante puede marcarse con una porci6n medible y detectable, 
per ejempio, una porcion fluorescente, radiomarcas, enzimas, marcas 
quimioluminiscentes y similares, y se usan en ensayos 
Inmunofluorescentes in vitro o in situ, o similares. Los anticuerpos pueden 
usarse para identificar la subunidad de nAChR variante para fines 

10 inmunodiagnosticos. 

A contlnuacion se encuentran ejemplos de modalidades especfficas 
para realizar la presente invencion. Los ejemplos son ofrecidos para fines 
ilustrativos solamente, no pretenden limitar el alcance de la presente 
invencion en ninguna manera, Al preparar los ejemplos, se han hecho 

15 esfuerzos para asegurar la precision con respecto a numeros usados (por 
ejempio, cantidades, temperaturas, etc.), pero se debe permitir alguna 
desviacion y error experimental. 

Materiales 

20 El cloruro de acetllcolina ("ACh"), colagenasa Tipo 1A, cloruro de d- 

tubocurarlna ("dTC"), gentamicina e hidrocloruro de mecamilamina 
("MEC"), se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, Missouri, 
U.S.A.), El hidrobromuro de dihidro-p-eritroidina ("DHBE"), y citrato de 
metillicaconitina ("MLA") se obtuvieron de Research Blochemicals 

25 International (Natick, Massachusetts. U.S.A.). Se obtuvo tricaina 
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(metanosulfonato de ester etilico de acido 3-aminobenzoico; Finquel) de 
Argent Chemical Laboratories (FIslieries Cliemicai Division. Redmond, 
Wasliington, U.S.A.). 

5 Preparacion de cDNA a7 de tipo naturai liumano 

El cDNA de subunidad de nAChR a7 humano reportado por Doucette- 
Stamm et al. (1993), supra), se modlfico para incluir el peptide de senal 
humano completo (MRCSPGGVWLALAASLLHVSLQGEF (SEQ ID N0:3)) 
reportado por Elliott et al. (1993) Soc. Neurosci, Abstr. 19:69. Se sintetizo 

10 el siguiente oligonucleotido: 5'- 

GGGGGCAGCACrCG>AGCCCATGAGGTGTAGCCCCGGAGGAGTGTGGCTG 
GCACTGGCAGCATCTCTCCTGGACGTGTCCCTGGAAGGCGAGTTCCAGAG 
GAAGCTTTACAAGGAGGGG-3' (SEQ ID N0:4). Este oligonucleotido 
contiene un sitio de restriccion Xho I (itaiicas) y un codon de iniciacion 

15 ATG (negritas) seguido por los siguientes 28 codones de la secuencia de 
cDNA de subunidad de nAChR a7 humana. Codifica el peptide de senal 
completa y se extiende al sitio Hind III (subrayado) presente en el cDNA de 
subunidad de nAChR a7. Los sitios Xho I y Hind III se flanquearon con 
nucleotidos adicionales para hacerlos internes dentro de la molecula. 

20 Adicionalmente, el complemento inverse de este oligonucleotido se 
sintetizo. Los oligonucleotides se tamplaron juntos, se digirieron con Xho I 
y Hind III, y entonces se ligaron en un vector pBluescript conteniendo el 
DNA de subunidad a7 humana previamente digerido con Xho I y Hind IL 
Esto creo un nuevo cDNA que codifica una subunidad de nAChR a7 

25 humana de longitud completa. La secuencia del nuevo cDNA se confirmo 
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por secuenciacion de dideoxL El cDNA se corto de pBluescript con Xho I y 
Not I, las salientes 5* se rellenaron con polimerasa de Klenow, se 
enlazaron con adaptadores BsT XI, se digirieron con Bst XI, y se iigaron en 
el sitio Bst XI del vector pRcCMV (Invitrogen). La orientacion de la 
5 insercion en el vector de expresion se determine por anallsis de restriccion 
con enzimas cortando el cDNA de subunidad de nAChR a7 en posiciones 
aslmetricas. 

Expresion de nAChR a7 en oocitos de Xenopus laevis v medicion de 

10 caracteristicas funcionales 

La preparacion de oocitos de Xenopus laevis, inyeccion con DNA o 
RNA de recptor, y medicion de respuestas de nAChR a7 usando 
agarradera de voltaje de dos electrodes siguiendo procedimientos 
descritos previamente para el nAChR a7 humano de tipo natural (Briggs et 

15 a/. (1995) supra) excepto que la atropina no estuvo presente de rutina en 
la solucion de bano. Los oocitos se mantuvieron a 17-18°C en solucion de 
Barth normal (NaCI 90 mM, KCI 1 mM, NaNOa 0.66 mM, CaCb 0.74 mM, 
MgCl2 0.82 mM, NaHCOs 2.4 mM, piruvato de sodio 2.5 mM, y 
amortiguador de Na N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido etanosulfonico) 

20 ("HEPES") 10 mM, pH final pH 7.55) conteniendo 100 g/ml de gentamicina. 
Las respuestas se mldleron a un potencial de sostenimiento de -60 mV en 
solucion de Barth modificada conteniendo BaCIs 10 mM y careciendo de 
CaCIa y MgClg. Sin embargo, en algunos experimentos (Figura 6) el 
potencial celular se vario intencionalmente con el fin de determiner la 

25 respuesta a la relacion corriente-voltaje y 0R2 mas atropina (NaCI 82.5 
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mM, KCI 2.5 mM, CaCIa 2.5 mM, MgCb 1 mM, Na-HEPEs 5 mM (pH 7.4) y 
sulfate de atropina 0.5 M) se us6 para replicar las condiciones usadas por 
Gaizi et aL (1992), supra, para estudiar el nAChR a7 de polio. Se aplico 
agonista brevemente usando una valuvia solenoide controlada por 

5 computadora y un aplicador de empujar/jalar colocada dentro de 200-400 
m del oocito. Las respuestas se registraron por computadora en sincroni'a 
con la aplicacion de agonista. Se incluyeron antagonistas con agonista en 
el aplicador de empujar/jalar y se aplicaron al baflo por superfusion 
durante al menos 3 minutes antes de la aplicacion del agonista. Se 

10 cuantificaron las respuestas al medir la amplitud del pico. 

Las respuestas de a7V274T humana, a diferencia de las respuestas 
de a7WT humana, tendieron a incrementarse significativamente durante 
los experimentos. En consecuencia, los ensayos experimentales se 
agruparon, antes y despues, mediante apllcaclones de control de ACh 10 

15 M en el mismo oocito. Todas las respuestas se normalizaron a las 
respuestas de ACh 10 M con el fin de explicar los cambios en sensibilidad 
dentro del experimento y por variabilidad en expresion de receptor entre 
oocitos. 

20 Eiempio 1 

Preoaraclon de cDNA a7V274T humane 
Para generar la variante a7V274T en un vector de expresion, el gene 
de subunidad de nAChR a7 de tipo natural se digirio con enzimas de 
restriccion EcoR V y Kpn I, y el segmento digerido se reemplazo un 
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producto de PGR mutante mediante ligacion usando los procedimientos 
descritos mas adelante. 

La estrategia, en diagrama en la Figura 1, uso dos pasos de PGR 
seguido por digestion con enzimas de restriccion para producir un 
5 fragment© con mutacion del cDNA de subunidad de nAChR a7 de tipo 
natural y subclonacion del fragmento con mutacion en el cDNA al humane 
de tipo natural. En el primer paso (A), se generaron dos fragmentos de 
DNA portando la mutacion deseada mediante PGR usando los iniciadores 
apropiados. El nucleotido con mutacion se incorporo en el iniciador 

10 inverse (X-3') para el fragmento mas grande y en el iniciador delantero (Y- 
5') para el fragmento mas corto. Los dos iniciadores externos (X-5' y Y-3') 
se eligieron de manera que el producto de PGR final contendria sitios de 
restriccion EcoRV y Kpn I. 

El fragmento 5' mas largo se genero usando el iniciador externo 

15 delantero 5'-GTTTGGGTGGTGGTGTTAGG-3' (SEQ ID NO:5) y el iniciador 
interno inverse 5'-GGAGCATGAAGGTGGTAAGAGAG-3' (SEQ ID NO:6) 
portando la mutacion. El fragmento 3' mas corto se genero usando el 
iniciador interno delantero 5'-CTCTCTTACCACCTTCATGCTGC-3' (SEQ ID 
NO:7), tambien portando la mutacion, y el iniciador externo inverse 5'- 

20 GTACTGCAGCACGATCAGCG-3' (SEQ ID N0:8). Las condiciones para 
PGR consistieron de 100 ng de DNA a7 de entrada, amortiguador 2X Pfue, 
100 ng de cada par de iniciadores y 0.625 U de enzima Pfue (Stratagene, 
La Jolla, GA). Las reacciones se realizaron en un Perkin-Elmer 9600 
durante 20 ciclos a QS^'G durante 24 segundos, 60°C durante 22 segundos 

25 y entonces 72*'C durante 78 segundos. 
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En el segundo paso de PGR (B), estos dos fragmentos se re- 
ensamblaron usando los iniciadores externos. La secuencia se re- 
amplifico y se genero un fragmento de DNA mas largo portando la 
mutacidn deseada. 

5 En el siguiente paso (C), el producto del paso (B) se digirio con Kpnl 

y EcoRV, se purifico en gel, y se ligo en el cDNA a7 humano de tipo 
natural previamente digerldo con Kpnl y EcoRV. La secuenciaclon de 
dideoxi del cDNA final mostro la presencia de la mutacion deseada y que 
no se habia introducido ninguna otra mutacion durante el proceso de PGR. 

10 Las Figuras 2A-2G muestran la secuencia de nucledtidos (SEQ ID 

NO:1) del mutante de cDNA a7V274T humano. La secuencia de 
aminoacidos de la variante a7V274T humano (SEQ ID N0:2) tambien se 
muestra en las Figuras 2A-2C, 

15 EiempIo 2 

Relaciones de concentracion-respuesta para agonistas en 
nAGhR de tipo natural v a7V274T humano 
Se midieron las respuestas a varias concentraciones de agonistas 
usando subunidades de nAGhR a7V274T humanas expresadas a partir del 
20 DNA preparado en el Ejempio 1, que se inyecto en oocitos de Xenopus 
laevis como se describio antes. Las respuestas se midieron en amplitud 
de pico y se normalizaron a la respuesta a ACh 10 IVI. Los puntos de dates 
(Figura 3) muestran el promedio ± s.e.m. de las respuestas normalizadas 
(n=4 a 10 para AGh, n=3 a 4 para (-)-nicotina, n=3 a 5 para GTS-21 y n=2 
25 a 5 para ABT-089). Las curvas mostradas en la Figura 3 muestra la 
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ecuacion de Hill ajustada a los datos (programa de computo Sigmaplot, 
Jandel Scientific, San Rafael, California. U.S.A.) con la excepci6n de las 
pequefias respuestas para GTS-21 y ABT-089 en ei tipo natural de a7. En 
el nAChR a7 de tipo natural humano, ACh y (-)-nicotina tuvleron valores de 
5 EC50 de 156±20 fxl\/l y 83 ± 10 inlVI, respectivamente, y con ios coeficientes 
de Hlli de 0.94 ± 0.09 y 1.2 ± 0.2, respectivamente. GTS-21 y ABT-089 
fueron agonistas parciales, cuyos valores de EC50 no pudieron ser 
estimados debido a que las respuestas fueron tan debiles. Existe un claro 
cambio en potencia y eficacia en el nAChR a7V274T iiumano. En el 

10 nAChR a7V274T humano, ACh y (-)-nlcotina fueron dos ordenes de 
magnitud mas potentes, con valores de ECgo de 1.02 ± 0.04 |liM y 0.94 ± 
0.12 |LiM, respectivamente, y coeficientes de Hill de 1.8 ± 0.2 y 1.3 ± 0.2, 
respectivamente. De manera mas remarcable, GTS-21 fue un agonista 
complete en el nAChR a7V274T humano con un vaior de EC50 de 4.3 ± 0.3 

15 |xM y un coeficiente de Hill de 1.5 ± 0.1, en contraste total con su efecto de 
agonista parcial debil en el nAChR a7 de tipo natural humano. ABT-089 
tambien fue mas potente y eficaz en el nAChR a7V274T humano, con unos 
valores de EC50 de 28 ± 3 |llM y un coeficiente de Hill de 2.3 + 0.4, pero fue 
un agonista parcial con una eficacia de 40 ± 1%. Estos resuitados con las 

20 subunidades de nAChR humano se correiacionan con el aumento de 180 
veces en ACh observado con a7V251T de poilo comparado con nAChR a7 
de tipo natural de polio (Gaizi et al. (1992), supra). Sin embargo, esta es 
la primera demostracion de que la potencia de (-)-nicotina tambien es 
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cambiada, y la primera demostracion de que la potencia y eficacia de 
agonistas parciales son cambladas en esta variante. 

Eiempio 3 

5 Velocidad deactivacion v decaimiento de a7V274T humano 

comparado con nAChR a7WT humano de tipo natural 
Las respuestas de a7V274T humano y a7WT humano a 
concentraciones EC50 de ACh (I1L1M y 200 jxM, respectivamente) se 
igualaron para amplitudes similares, y se muestran slncronizadas al inicio 
10 de la apllcacion de ACh y se ajustan para corriente de sostenimiento de 
base de Ifnea equivaiente (ver Figura 4). ACh se aplico a a7V274T 
humano durante 10 segundos y a a7WT humano durante 2.5 segundos. 
Las breves tics como puas cerca del inicio y final de las trazas de a7WT 
humano son artefactos electricos marcando la abertura y cierra de la 
15 valvula de apllcacion de agonista. 

Las respuestas de a7V274T humano se actlvaron y decayeron 
lentamente comparado con las respuestas de a7WT humano. De manera 
similar, el nAChR mutante de polio analogo se activo y decayo mas 
lentamente en respuesta a ACh (Gaizi et aL (1992), supra). 

20 

Eiempio 4 

Evaluaclon de antaaonistas de nAChR para actlvldad de 
agonista en nAChR a7V274T humano 
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Se ha encontrado que antagonistas de nAChR, tales como, dihidro-p- 
eritroldina (DHpE), cf-tubocurarina y hexametonio, activan respuestas a 
variantes de nAChR TM-2 a7 de polio, cuando estos compuestos son 
aplicados como agonistas (Bertrand et al. (1992), supra). Esto, junto con 
5 datos de registro de canal simple, ha sugerldo (a) que los nAChR variantes 
conducen en el estado de receptor-desensibilizado, y (b) que los 
antagonistas de nAChR de tipo natural actuan al estabilizar el estado 
desensibilizado (Bertrand et al. (1995), supra). 

En el nAChR a7V274T humane, DHpe (10 |liM) tambien active 

10 respuestas de corriente hacia adentro como agonista (ver FIgura 5). Sin 
embargo, estas respuestas fueron pequenas, variando desde 2.8% hasta 
6.9% de la respuesta a ACh 10 illM (Tabia 1) a diferencia del nAChR 
a7V251T de polio homologo, donde DHpE 10 |liM extrajeron una respuesta 
de 66% tan grande como la respuesta de ACh (Bertrand et al, (1993) 

15 l\/lutations at two distinct sites within the channel domaoin M2 alter 
calcioum permeability of neural a7 nicotinic receptor (Mutaciones en dos 
sitios distintos dentro del dominio de canal M2 alteran la permeabilidad de 
calcio de recepotr nicotinico a7 neuronal). Proc. Natl. Acad. Set (U.S. A,) 
90:6971-6975). 

20 Adicionalmente, a a7V274T humane esto no fue una propiedad 

general de antagonistas de nAChR. Tanto MLA antagonista a7-selectivo 
(10 nM) como la mecamilamina antagonista de nAChR no selective (10 jxM) 
extrajeron el efecto opuesto, pequefias corrientes hacia fuera como 
agonistas inverses variando en amplitud desde 0.9% hasta 12.4% de la 
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respuesta de corriente hacia adentro maxima para ACh, como se muestra 
en la Figura 5 y Tabia 1. Las trazas mostradas en la Figura 5, todas de un 
oocito simple, comparan respuestas a mecamilamina (MEC 10 jaM), 
metillicaconitrna (MLA, 10 nM), dihidro-p-eritroidina (DHpE, 10 jiM) y 
5 solucion de bafio (control de agonlstas-0) aplicada durante 20 segundos 
cada una. Las pequenas respuestas de control de agonista-0 se midieron 
en cada oocito de a7V274T humane y se substrajeron de respuestas de 
agonistas cuando se tabularon los datos. Las Ifneas de calibracion en la 
Figura 5 representan 10 nA y 2 segundos para todas las trazas. 

10 

TabIa 1 

Efectos de antaqonistas colinergicos en el mutante a7V274T 
humane v nAChR a7 de tipo natural 



nAChR 


Ligando (f^M) 


% de 
activaci6n* 
ACh 10 iiM 


% de inhibicion^ 
ACh 1 iiM ACh 10 nM 


a7V274T 


DH3E (10) 


4 ± 1 (4)* 


69 ± 5 (4) t 


52 ± 6 (4) ^ 




d-TC (1) 


-2 ± 1 (4) 


99 ± 1 (4) ^ 


97 ± 3 (3) + 




MLA (0.01) 


-4 ± 2 (7)* 


103 ± 1 (4) + 


95 ± 3 (7) + 




MEC (10) 


-1.9 ± 0.2 (4)f 


101 + 1 (4) ^ 


53 ± 2 (4) ^ 




ATROP (2) 


0.1 + 0.1 (4) 


28 ± 7 (5)* 


13 ± 5 (6)^ 






% de ACh 10 
mM 


% de ACh 
200 iiM 


% de ACh 10 
mM 
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a7WT 


DHpE (10) 


-0.2 ±0.1 (5) 


41 ± 10 (4)* 


23 ± 2 (4) t 




d-TC (1) 


-0.1 ±0.1 (5) 


28 ± 2 (4) ^ 


25 ± 3 (4) ^ 




MLA (0.01) 


-0.2 ± 0.4 (3) 


100 ± 0.5 (4) 


99 ± 0.4 (4) ^ 




MEC (10) 


-0.3 ± 0.2 (3) 


82 ± 1 (3') ^ 


85 ± 3 (3)^ 




ATROP (2) 


0.2 ±0.5 (3) 


4 ± 3 (3) 


12 ± 3 (3)* 



Abreviaturas: DHpE (dihidro-p-eritroidina); d-TC (Gf-tubocurarina); MLA 



(metillicaconitina); MEC (mecamilamina); ATROP (atropina). 
* p<0.05 comparado a 0 (prueba t de Student de dos colas) 
^ p<0.005 comparado a 0 (prueba t de Studen de dos colas) 
5 * comparado con activacion por 10 |liM 
^ % de inhlbicion de la respuesta a ACh 

La c/-tubocurarina (1 illM) tampoco produjo corrlentes hacia adento 
como agonlsta, pero produjo pequenas corrlentes hacia fuera (3-5% de la 

10 respuesta de corriente hacia adentro maxima a ACh) en dos de cuatro 
oocitos a7V274T humanos. Las respuestas de corriente hacia fuera 
pueden ser debido a la estabilizacion del estado de descanso (cerrado) o a 
bloqueo de canal de nAChR espontaneamente abierto. En el nAChR a7WT 
humane bajo condiciones simllares, ni DHpE (10 ^iM), MLA (10 nM), 

15 mecamilamina (10 iiiM) ni cf-tubocurarina (1 |j,M) produjeron ninguna 
respuesta de corriente hacia adentro o hacia fuera signiflcativa (Tabia 1). 
La atropina de antagonista muscarinico (2 |llM) solo tuvo poco efecto en 
cualquiera nAChR. 
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Eiempio 5 

Evaluacion de antaaonistas de nAChR para actlvidad de 
aqonista en el nAChR a7V274T humano 
Los compuestos anteriores tambien se evaluaron como antagonistas 
5 de la respuesta a ACh tanto a nAChRs a7V274T humano y a7WT humano. 
Para cada nAChR, se usaron dos concentraciones de ACh: una cerca del 
valor ECso (1 |iiM para a7V274T y 200 |liM para a7WT) y una cerca del nivel 
de respuesta maxima (10 fxM para a7V274T y 10 mM para a7WT). Los 
datos se muestran en la Tabia 1. DHpE (10 \xM), c/-tubocurar!na (1 ^iM), 

10 MLA (10 nM), y mecamilamina (10 |j,M) actuaron como antagonistas en 
ambos nAChRs. La MLA antagonista selectiva a? fue particularmente 
potente, como se esperaba, bloqueando a7V27rT humano asf como a7WT 
humano a una concentracion de 10 nM. De manera interesante, la 
mecamilamina (10 jiM), DHpE (10 ^iM) y c/-tubocurarina (1 jiiM) parecieron 

15 cada una inhibir a7V274T humano mas que a7WT humano. La atropina (2 
|xM) inhibio la respuesta de a7V274T humana a ACh 1 jxM por 28%, pero 
tuvo poco efecto en la respuesta de a7WT humano a ACh 200 |j.M. 
Algunos oocitos tienen receptores muscan'nicos endogenos activados por 
concentraciones bajas-micromolares de ACh (Kusano et al. (1982) J. 

20 Physiol, (Londres) 328:143-170; Davidson et al, (1991) FEBS Lett. 
284:252-256; y Dascal et al. (1980) Life ScL 27:1423-1428). Sin embargo, 
esto no parece explicar el efecto de la atropina en a7V274T humano, 
porque la mecamilamina de antagonista de nAChR (10 jiiM) bloqueo 
completamente la respuesta a ACh 1 |aM en tres de los cinco oocitos h- 
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a7V274T inhibidos por atropina (los otros dos no se expusieron a la 
mecamilamina). 

DHpE (10 iiM) inhibio las respuestas de ACh maximas menos 
fuertemente de lo que inhibio las respuestas de ACIi de EC50 tanto en 
5 a7WT humano como a7V274T humano (ver Tabia 1). La mecamilamina (10 
\xM) tambien inhibio la respuesta de ACh maxima menos fuertemente que 
la respuesta de ACh de EC50 en el nAChR a7V274T humano, pero no en el 
nAChR a7WT humano, donde la mecamilamina inhibio ambas 
concentraciones de ACh de manera similar. Las menores inhiblciones a 

10 las concentraciones mayores de ACh pueden reflejar las interacciones 
antagonlsta-agonista competitivas. 

De esta manera, el nAChR a7V274T variante humano es similar al 
nAChR a7V251T de polio analogo en su sensibilidad incrementada a la 
activacion de agonista y velocidad aparente menor de actlvaci6n y 

15 desensibilizacion. Sin embargo, los receptores difieren en que DHpE (10 
ILiM) activo la corriente hacia adentro de a7V274T humano solo debilmente. 
comparado con un 66% de efecto similar a agonista en a7V251T de polio, 
y en que cf-tubocurarina no activo corrientes hacia adentro en el h- 
a7V274T comparado con la respuesta completa a nAChR a7L247T de polio 

20 (Gaizi et aL (1992), supra; Bertrand et aL (1993), supra). De esta manera, 
puede existir una diferencia de especie en los efectos de estas 
modificaciones de secuencia en la funci6n de nAChR a7, cuya diferencia 
es inesperada en vista de la informacion conocida con respecto a a7V274T 
de polio. 
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Eiempio 6 
Rectificacion a7V274T humano 
La relaci6n corriente contra voltaje de las respuestas de nAChR 
5 variants a7V274T humano a ACh 10 |liM se midio en oocitos bajo una 
agarradera de voltaje de dos electrodos, como se describio por Briggs 
a/. (1995) NeuropharmacoL 34:583-590. Esto se hizo bajo dos 
condiciones: (a) cuatro oocitos en solucion de Barth modificada 
conteniendo Ba^* para prevenir la activacion secundaria de corrientes de 

10 CI" dependiendtes de Ca^* (NaCI 90 mM, KCI 1 mM, NaNOa 0.66 mM, BaClz 
10 mM, piruvato de sodio 2.5 mM, y amortiguador de Na-HEPES 10 mM, 
pH 7.55) como se describio por Briggs et aL (1995), supra, y (b) tres 
oocitos en solucion 0R2 lieclia para replicar que fue usada por Galzl et al. 
(1992) Nature 359:500-505, en su estudio de variantes al de polio (NaCI 

15 82.5 mM, KCI 2.5 mM, CaCIa 2.5 mM, MgCIa 1 mM, atropina 0.5 ^iM, y 
amortiguador de Na-HEPES 5 mM, pH 7.4). Bajo ambas condiciones, se 
observe una clara rectificaci6n hacia adentro de la respuesta de ACh ya 
que hubo una pequena respuesta de corriente en los potenciales celulares 
por encima de 0 mV comparada con la respuesta de corriente a potenciales 

20 celulares negatives. De manera similar, nAChR a7 de tipo natural (Briggs 
et aL (1995), supra) y nAChR a7 de tipo natural (Gaizi et al, (1992), supra) 
muestra una rectificacion hacia adentro, pero la varlante a7V251T de polio 
no mostro tal rectificacion (GaIzi et al. (1992), supra). 

25 
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Eiempio 7 

Estudios de expresi6n en Ifneas de celulas de mamfferos 
El nAChR a7 de tipo natural (WT) y a7V274T humano se transfectan 
en la Hnea de celulas de rinon embrionico humana, HEK-293 usando el 
5 vector de expresion eucariotico, pRc/CMV (Invltrogen, San Diego, CA), el 
cual contiene las secuencias promotoras del citomegalovlrus humano para 
expresion constitutiva de alto nivel y contiene el gene de resistencia de 
neomicina para la seleccion de Ifneas de celulas estables resistentes a la 
geneticina. Los cDNAs se transfectaron usando lipofectamina (GIBCO) 

10 como se describieron en (Gopalakrishnan et a/. (1995) Eur. J, Pharmacol, 
(MoL PharmJ 290:237-246). Usando esta aproximacion, se han generado 
Ifneas de celulas estables que expresan el nAChR a7WT humano, 
exhibiendo ligadura de [^^^l]a-bungarotoxina clara, corriente evocada por 
acetilcolina y respuestas de influjo de Ca^" (Gopalakrishnan ef a/. (1995), 

15 supra] Delbono ef a/. (1996) J. Pharmacol. Exp. Ther. (en imprenta)). 
Adicionalmente, los datos Iniciales mostrados en la Figura 7 demuestran la 
viabilldad de la transfeccion de la variante al en celulas de mamffero. 

La variante a7V274T humana soporta la homologfa a la mutacidn 
espontanea de deg-3 de C. elegans (u662), la cual parece ser citotoxica a 

20 traves de un mecanismo que es inhibido por antagonistas nicotfnicos 
(Treinin y Chalfie (1995) A mutated acetilcholine receptor subunit causes 
neuronal degeneration in C. elegans, (Una subunidad de receptor de 
acetilcolina con mutacion provoca degeneracion neuronal en C. elegans) 
Neuron 14: 871-877). La respuesta de nAChR variante a7V274T humana 

25 dura mas tiempo que las respuestas de tipo natural (Figura 4), pero, como 
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el nAChR variants a7V251T de polio, probablemente tiene alta 
permeabilidad de Ca^"^, de manera que la activacion del receptor puede, 
bajo algunas condiciones, conducir a influjo de Ca^"" excesivo, y por ello la 
muerte celular. Ademas, existe alguna evidencia de que el nAChR variante 
5 a7V274T humano puede ser propenso a la abertura espontanea 
prolongada, debido a que los oocitos que han expresado a7V274T durante 
3 dias o mas, fueron 10-100 veces mas filtrantes electricamente que los 
oocitos que expresan nAChR a7 de tipo natural humano. Asl, a7V274T 
humano y el nAChR variante relacionado pueden ser citotoxicos en la 

10 presencia, y incluso en la ausencia de agonlsta. La expresion espontanea 
de tal variante podria interferir con la funcipon de nAChR a7 normal, 
inducir la muerte celular prematura, o interferir con la formacion de 
sinapsis. Tales efectos podrian sustentar algunas formas de 
enfermedades neurodegenerativas u otros desordenes involucrando 

15 desarreglo de la funcion colinergica. 

La citotoxicidad podria limitar claramente la capacidad de las celulas 
a expresar la variante a7V274T a altos niveles. Para circunvenir esto. se 
hicieron crecer c6lulas transfectadas en la presencia de un antagonista 
nicotlnico reversible o bloqueador de canal, tales como, metillicaconitina o 

20 mecamilamina. Tales substancias prevendrfan la citotoxicidad al bloquear 
el receptor o canal, pero podrian removerse en breve antes de usar las 
celulas en experimentos adicionales. 

De manera alternativa, a7 humana de tipo natural o variante se 
transfecta usando un sistema de expresion inducible, de manera que la 

25 expresion de la subunidad al sea reprimida hasta que se adiclone un 
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inductor. La ventaja de un sistema inducible es que puede eliminar ios 
efectos citotoxicos de la protefna expresada, per ejempio, la variante 
a7V274T humana, que se observa cuando se emplea un sistema de 
expresion constitutive, tal como el pRcCMV. 
5 Uno de Ios vectores de expresion que se usa es el sistema 

LacSwitch (Stratagene) que usa Ios elementos del operon de lactosa para 
controlar la expresion de genes. Con el sistema LacSwitch, la expresi6n 
basal es muy baja en el estado reprimido y una vez transfectado 
establemente en Ifneas de celulas, este sistema permite la rapida 

10 induccion dentro de 4-8 horas en presencia del agente de Induccion, IPTG. 
El sistema emplea un vector eucariotico que expresa represor Lac (p3'SS) 
y un vector eucariotico conteniendo operador Lac (pOPRSVI-CAT) en el 
cual el constructo de subunidad a7 sera insertado por clonacion. La 
seleccion antibiotica se logra via el gene de resistencia de higromicina en 

15 p3'SS y via el gene de resistencia de neomiclna en el vector pOPRSVI- 
CAT. Despues de la transfeccion de HEK-293 u otras celulas, la seleccion 
de llneas de celulas estables se logra por la presencia tanto de 
higromicina como geneticina. Una vez que se afslan las Ifneas de celulas, 
se provocara la expresion de la subunidad a7 mediante la adicion del 

20 agente de induccion, IPTG. En la ausencia de IPTG, la transcripcion se 
bloquea mediante la ligadura de la protefna de represor Lac al operador en 
el vector pOPRSVI-CAT. IPTG disminuye la afinidad por ligadura de la 
protefna de represor Lac al operador, disparando con ello la transcripcion 
y expresi6n del gene de subunidad al insertado. La eleccion de tal 
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sistema permite la evaluacion directa del papel del nAChR a7 mutante al 
median la muerte celular in vitro. 

Valoracion in vitro de citotoxicidad en Kneas de celulas de mamifero : 
Para determinar si la variante a7V274T humana media la citotoxicidad, 
5 puede valorarse el dano celular siguiendo la expresion transiente del cDNA 
en celulas HEK-293 per un numero de metodos, por ejempio: (i) manchar 
las celulas con azul Tripano (4%) durante 5 minutes y valorar la capacldad 
de c6lulas vlables para excluir la tintura; (ii) medir los niveles de la enzima 
citosolica lactate deshidorgenas (LDH) liberada en el medio, como un 

10 fndice de la ruptura de las celulas (por ejempio, Donnelly-Roberts et al. 
(1996) Brain Res, 719:36-44); (iii) toma de colorante rojo neutral o toma y 
conversion del MTT de tetrazolio como un indice de viabilidad (por 
ejempio, Little et al (1996) Sr. J. Dermatol. 134: 199-207; D Souza et al. 
(1996) J. NeuroscL Res. 43:289"298; Malcolm et al. (1996) J. Neurochem. 

15 66: 2350-2360); (iv) toma y ligadura de yoduro de propidio a ^cidos 
nucleicos (por ejempio, Wrobel et al. (1996) J. Immunol. Methods 189:243- 
249) u otras tecnicas que son sensibles a una perdida de integridad de 
membrana de plasma o funcion metabolica celular. Pueden usarse 
tecnicas adicionales para valorar cambios en la incorporacion de 

20 nucleotides, estructura de DNA o integridad (por ejempio, Alison y Sarraf 
(1995) Hum. Exp. Toxicol. 14: 234-247; Didier et al. (1996) J. NeuroscL 
16:2238-2250). Estas tecnicas son conocidas por aquellos de habilidad 
ordinaria en la tecnica. Estos estudios se realizaron en celulas no 
trasfectadas o de transfeccion simulada (controles), celulas que son 

25 transfectadas con a7 humana de tipo natural, y celulas que son 
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transfectadas con variante a7V274T humana. La confirmacion de que la 
expresi6n de variante olMnAl humana conduce a citotoxicidad sugerirfa 
un papal para disparar procesos neurodegeneratives in vivo. 

Aplicacion de diaqnostico : La presencia de la variante a7V274T en 
5 humanos podrfa ser determinada en una manera no invasive, por ejempio, 
usando la reaccion en cadena de polimerasa (PGR) y DNA genomico 
aislado de muestras sangufneas siguiendo metodologia estandar. De 
manera alternative, si se aisia el RNA, entonces puede utilizarse PCR-de 
transcriptase inversa ("RT-PCR") para detectar la variante a7. La reaccion 

10 de PGR, por ejempio, podrfa usar 100 ng del DNA en una reaccion de PGR 
de 50 |Lil estandar con los iniciadores sinteticos apropiados. Los 
iniciadores externos usados en la sfntesis de la variante a7 (X-5' y Y-3') 
permitirfan a uno amplificar la region de interes. Los iniciadores serian 
elegidos para generar un fragmento de. tamano distinto abarcando el 

15 segmento transmembrane de secuencia 2, en el cual tiene lugar la 
substltucion V274T. Siguiendo la amplificacion, se determina la secuencia 
de nucleotides del mensaje. La presencia de la variante puede ser una 
indicacion de enfermedad celular, tal como neurodegeneraci6n u otras 
formas de citotoxicidad. 

20 De esta manera, un metodo para detectar polinucleotidos objetivo de 

subunidad a7 variante humana en una muestra de prueba comprende, (a) 
poner en contacto un polinucleotido objetivo de subunidad a7 variante 
humana con al menos una sonda de polinucleotido especffico de subunidad 
a7 variante humana o complemento del mismo; y (b) detectar la presencia 

25 del complejo de polinucleotido objetivo y sonda en la muestra de prueba. 
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Otro metodo para detectar el cDNA de mRNA de subunidad a7 humano en 
una muestra de prueba connprende, (a) realizar la transcripcion inversa con 
el fin de producir cDNA; (b) ampliflcar el cDNA obtenido del paso (a); y (c) 
detectar la presencia de la subunidad a7 variants humana en la muestra 

5 de prueba. De manera alternativa, el DNA muestrado o el cDNA preparado 
de RNA mediante RT-PCR puede ser ampiificado usando iniciadores 
aproplados (por ejempio, X-5' y Y-3') para permitir la deteccion de la 
variante mediante analisis de secuencia de nucleotides. El paso de 
deteccion (c) comprende utillzar una porcion detectable capaz de generar 

10 una serial medibie. 

Un polinucleotldo purificado o fragmento del mismo derivado de la 
subunidad a7 variante humana capaz de hibridar selectivamente al acido 
nucleico de la subunidad a7 variante humana puede ser utilizado en estos 
metodos, en donde dicho polinucleotldo tiene una secuencia que 

15 comprende SEQ ID NO:1 o una porcion del mismo. El polinucleotldo 
purificado puede ser producido mediante tecnicas recombinantes. 

Un polipeptido codificado por subunidad a7 variante humana tambien 
es Qtil para aplicaciones de diagnostico. El polipeptido, el cual tiene una 
secuencia de aminoacidos comprendlendo SEQ ID N0:2 o una porcion de 

20 la misma, puede ser producido mediante tecnicas recombinantes o 
sinteticas. 

Un anticuerpo monoclonal, el cual se liga especificamente a la 
subunidad a7 variante humana tambien puede ser utilizado en estos 
m§todos. La subunidad a7 variante humana comprende la secuencia de 
25 aminoacidos de SEQ ID N0:2 o una porcion de la misma. 
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Un metodo para detectar la subunidad a7 variants humana en una 
muestra de prueba puede comprender, (a) poner en contacto dicha muestra 
de prueba con un anticuerpo o fragmento del mismo, el cual se liga 
especificamente a la subunidad a7 variants humana durante un tiempo y 
5 bajo condiciones suficientes para la formacion de complejos resultantes; y 
(b) detectar dichos complejos resultantes conteniendo dicho anticuerpo, en 
donde dicho anticuerpo se liga especfflcamente a la subunidad a7 varlante 
humana de SEQ ID NO:2 o un fragmento del mismo, 

Aplicacion de tratamiento : La mutacion espontanea de valina-274 de 

10 a7 humana a treonina y mutacion relacionada podria resultar en, o 
apresurar, la muerte de aquellas celulas expresando la proteina. Al menos 
dos tipos de tratamiento podrian intentarse: (I) la administracion de un 
antagonlsta a7 selective, tal como, metillicaconitina u otro compuesto con 
penetracion de barrera de cerebro-sangre mejorada; o, (ii) terapia de 

15 oligonucleotido antisentido para bloquear la sfntesis de la proteina (por 
ejempio, ver Albert y Morris (1994), Antisense knockouts: molecular 
scalpels for the dissection of signal transduction. Trends in 
Pharmacological Sciences 15:250-254); o (ill) como un reactive para matar 
c6lulas, tales como celulas cancerosas. Por ejempio, puede usarse el 

20 oligonucleotido antisentido 5'-GGCTACACCTCATGGGCTCG (SEQ ID 
N0:9). De esta manera, este u otros oligonucleotides bloquearian la 
sintesis de cualquier proteina de subunidad a7, incluyendo el tipo natural, 
pero todavia serfa de uso donde se expresa la variante y no el tipo natural, 
o donde el knockout del tipo natural es menos perjudicial que la expresion 

25 continuada de la variante. La eficacia de este antisentido seria 
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demostrada in vitro y, ademas, el antisentido serfa valioso como una 
herramienta de investigacion eo evaluat la funcion de subunidad a7. 

La tecnologfa antisentido puede usarse para reducir la expresion de 
gene a traves de RNA o DNA antisentido o formacion de la triple helice, 
5 ambos metodos basados en la iigadura de un pollnucleotido para DNA o 
RNA, Por ejempio, la porcion de codificacion 5' de la secuencia de 
polinucleotidos, la cual codifica el polipeptido de la presente invencion, se 
usa para diseffar un ollgonucleotido de RNA antisentido desde 10 hasta 40 
pares de bases en longitud. Un oligonucleotido de DNA se disena para ser 

10 complementario a una region del gene involucrado en la transcripcion, 
previniendo con ello la transcripcion y la produccion del polipeptido de 
subunidad a7 variante humana. El oligonucleotido de RNA antisentido 
hibrida a! mRNA in vivo y bloquea la traducclon de una molecula de mRNA 
en el polipeptido de subunidad a7 variante tiumana. Los ollgonucleotidos 

15 antisentido actuan con mayor eficacia cuando se modifican para contener 
enlaces de internucleotidos artificiales, los cuales hacen a la molecula 
resitente a corte nucleolitico. Tales enlaces internucleotidos artificiales 
incluyen, pero no estan limitados a, enlaces internucleotidos de 
metilfosfato, fosforotiolato y fosforoamidato. 

20 Investigacion v aplicacion del descubrimiento del medicamento : Los 

ollgonucleotidos antisentido tambien serian de valor para determinar las 
funciones de a7 V274T y de tipo natural, y mecanismos de citotoxicidad en 
general. Por ejempio, un metodo para evaluar la contribucion de a7V274T 
a la citotoxicidad, citoprotecci6n u otros procesos celulares, serfa 

25 determinar si el bloqueo especi'fico de su sintesis bloquea el proceso. 
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Esto difiere en aproximacion del uso de un antagnosta de receptor, el cual 
puede o no bloquear todos los efectos de la protefna. Adiclonalmente, en 
el descubrlmlento de medlcamento, esta aproximacion podrfa ser util para 
evaluar si el efecto del medlcamento es mediado por la variante a7\/274T. 
5 Una aproximacion similar podrfa usarse para evaluar la contribucion de 
otras variantes o la subunidad de tipo natural por si misma. En 
experimentos de control, se usan los oligonucleotidos de sentido a7 y 
oligonucleatldos sin sentido correspondientes 5'- 

CGAGCCCATGAGGTGTAGCC (SEQ ID NO:10) y 5'- 

10 CCAGGCATTCGGAGCTTGCC (SEQ ID N0:11), respectivamente. El 
oligonucleotide sin sentido es una secuencia aleatoria que mantiene la 
proporcion del contenido GC en el oligonucleotide antisentido, y no iguala 
las secuencias conocidas en la base de dates GenBank. 

De esta manera, los polinucleotidos que codifican la novedosa 

15 subunidad y sus variantes antisentido del nAChR a7 humane pueden 
usarse en una variedad de manera como se detalla en la presente. 
Aunque las modalidades preferidas de la presente invencion han sido 
descrtias con algun detalle, se entiende que pueden hacerse variaciones 
obvias sin apartarse del espfritu y el alcance de la invencion, como se 

20 define por las reivlndicaciones anexas. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
(1) INFORMACION GENERAL: 

(i) SOLICITANTE: Abbott Laboratories 

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Una subunidad de receptor de alfa-7 

5 acetilcolina humana variante y metodos de produccion y uso de la 

misma 



(iil) NUMERO DE SECUENCIAS: 11 



(iv) DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA: 

10 (A) DESTINARIO: Abbott Laboratories 

(B) CALLE: 100 Abbott Parl< Road 

(0) GIUDAD: Abbott Park 

(D) ESTADO: IL 

(E) PAIS: EU 

15 (F) CODIGO POSTAL: 60064-3500 

(V) FORiVIA LEGIBLE DE COMPUTADORA: 

(A) TlPO DE MEDIO: DISCO de 8.89 cm 

(B) COMPUTADORA: PC-compatible 

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS/Windows 95 

20 (D) PAQUETERIA: Microsoft word 1997 (salvado como texto ASCII) 

(Vi) DATOS DE SOLICITUD ACTUAL: 

(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US97/23405 

(B) FECHA DE PRESENTACION: 22 de diciembre de 1997 

(C) CLASIFICACION: 



25 (viii) INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE: 

(A) NOMBRE: Danckers, Andreas M. 

(B) NUMERO DE REGISTRO: 32,652 

(C) NUMERO DE REFERENCIA/CASO: 6017. PC. 01 

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES: 
30 (A) TELEFONO: 847-937-6369 

(B) TELEFAX: 847-938-2623 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
35 (A) LONGITUD: 1591 pares de bases 

(B) TlPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
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(ii) TlPO DE MOLECULA: DNA genomico 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:1 



CTCGAGCCC ATG AGG TGT AGC CCC GGA GGA GTG TGG CTG GCA CTG GCA 
GCA TCT CTC CTG CAC GTG TCC CTG CAA GGC GAG TTC CAG AGG AAG CTT 

'''''' ""^^ ™ GAG AGG CCC OTG GCC 

AAT GAC TCG CAA CCA CTC ACC GTC TAC TTC TCC CTG AGC CTC CTG CAG 
ATC ATG GAC GTG GAT GAG AAQ AAC CAA GTT TTA ACC ACC AAC ATT TCC 
CTG CAA ATG TCT TGG ACA GAT CAC TAT TTA CAG TGG tS ^ 

TAT CCA GGG GTG AAG ACT GTT CGT TTC CCA GAT GGC CAG ATT TGG AAA 
CCA GAC ATT CTT CTC TAT AAC AGT GCT GAT GAG CGC TTT GAC G^C ^ 
TTC CAC ACT AAC GTG TTG GTG AAT TCT TCT GGG CAT TGC CAG tS cS 
CCT CCA GGC ATA TTC AAG AGT TCC TGC TAC ATC GAT G^A CGC TOG 
CCC TTT GAT GTG CAG CAC TGC AAA CTG AAG TTT GGG TCC TGG TCT Sc 
GGA GGC TGG TCC ITG GAT CTG CAG ATG CAG GAG GCA GAT ATC IgT GGC 
TAT ATC CCC AAT GGA GAA TGG GAC CTA GTG GGA ATC CCC SgC ^G AGG 
AGT GAA AGG TTC TAT GAG TGC TGC AAA GAG CCC TAC ^CC ACC 
TTC ACA GTG ACC ATG CGC CGC AGG ACA CTC TAC TAT GGC CTC AAC CTG 
CTG ATC CCC TGT GTG CTC ATC TCC GCC CTC GCC CTG C^G G^G Sg 
CTT CCT GCA GAT TCC GGG GAG AAG ATT TCC CTG GGG ATA ACA CTC TtI 
CTC TCT CTT ACC ACC TTC ATG CTG CTC GTG GCT GAG ATC ATG CCC gS 
ACA TCC GAT TCG GTA CCA TTG ATA GCC CAG TAC TTC GCC AGC ACC ATC 
ATC ATC GTG GGC CTC TCG GTG GTG GTG ACG GTG ATC GTG CTG CAG ^AC 
CAC CAC CAC GAC CCC GAC GGC GGC AAG ATG CCC AAG TGG ACC AGA GTC 

^^"^ GCC TGC CAG CAC AAG CAG CGG CGC TGC AGC 

CTG GCC AGT GTG GAG ATG AGC GCC GTG GCG CCG CCG CCC GCC AGC AA^ 

^'l -^AC ATC GGC TTC CGC GGC CTG GAC GGC GTG ^C 

GTC CCG ACC CCC GAC TCT GGG GTA GTG TGT GGC CGC ATG GCC TGC TCC 

Sc CCG ^C ^^r ^ CCC GAG GgS 

GAC CCG GAC TTG GCC AAG ATC CTG GAG GAG GTC CGC TAC ATT GCC AAC 

TTC GCC err Ir^ ^°C AGC GAG TGG ^G 

TTC GCC GCC TGT GTG GTG GAC CGC CTG TGC CTC ATG GCC TTC TCG GTC 
TTC ACC ATC ATC TGC ACC ATC GGC ATC CTG ATG TCG GCT CCC AAC TTC 
GTG GAG GCC GTG TCC AAA GAC TTT GCG TAACCACGCC TGCTTCTCT^ 
CATGTGGAAA ACTCACAGAT GGGCAAGCGC TTTGGCTTGG CGAGATTCGG CCGGAA 



48 
96 
144 
192 
240 
288 
336 
384 
432 
480 
528 
576 
624 
672 
720 
768 
816 
864 
912 
960 
1008 
1056 
1104 
1152 
1200 
1248 
1296 
1344 
1392 
1440 
1488 
1535 
1591 
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 2: 

(I) CARACTERiSTlCAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 502 aminoacidos 

(B) TlPO: aminoacido 

5 (D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TlPO DE MOLECULA: protefna 

(xl) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID N0:2 



Met 


Arg 


Cys 


Ser 


Pro 


Gly Gly 


Val 


Trp 


Leu 


Ala 


Leu 


Ala 


Ala 


Ser 


Leu 


16 


Leu 


His 


Val 


Ser 


Leu 


Gin 


Gly 


Glu 


Phe 


Gin 


Arg 


Lys 


Leu 


Tyr 


Lys 


Glu 


32 


Leu 


Val 


Lys 


Asn 


Tyr 


Asn 


Pro 


Leu 


Glu 


Arg 


Pro 


Val 


Ala 


Asn 


Asp 


Ser 


48 


Gin 


Pro 


Leu 


Thr 


Val 


Tyr 


Phe 


Ser 


Leu 


Ser 


Leu 


Leu 


Gin 


He 


Met 


Asp 


54 


Val 


Asp 


Glu 


Lys 


Asn 


Gin 


Val 


Leu 


Thr 


Thr 


Asn 


He 


Trp 


Leu 


Gin 


Met 


80 


Ser 


Trp 


Thr 


Asp 


His 


Tyr 


Leu 


Gin 


Trp 


Asn 


Val 


Ser 


Glu 


Tyr 


Pro 


Gly 


96 


Val 


Lys 


Thr 


Val 


Arg 


Phe 


Pro 


Asp 


Gly 


Gin 


He 


Trp 


Lys 


Pro 


Asp 


He 


112 


Leu 


Leu 


Tyr 


Asn 


Ser 


Ala Asp 


Glu 


Arg 


Phe 


Asp 


Ala 


Thr 


Phe 


His 


Thr 


12.8 


Asn 


Val 


Leu 


Val 


Asn 


Ser 


Ser 


Gly 


His 


Cys 


Gin 


Tyr 


Leu 


Pro 


Pro 


Gly 


144 


He 


Phe 


Lys 


Ser 


Ser 


Cys 


Tyr 


He 


Asp 


Val 


Arg 


Trp 


Phe 


Pro 


Phe 


Asp 


160 


Val 


Gin 


His 


Cys 


Lys 


Leu 


Lys 


Phe 


Gly 


Ser 


Trp 


Ser 


Tyr 


Gly 


Gly 


Trp 


176 


Ser 


Leu 


Asp 


Leu 


Gin 


Met 


Gin 


Glu 


Ala 


Asp 


He 


Ser 


Gly 


Tyr 


He 


Pro 


192 


Asn 


Gly 


Glu 


Trp 


Asp 


Leu 


Val 


Gly 


He 


Pro 


Gly 


Lys 


Arg 


Ser 


Glu 


Arg 


208 


Phe 


Tyr 


Glu 


Cys 


Cys 


Lys 


Glu 


Pro 


Tyr 


Pro 


Asp 


Val 


Thr 


Phe 


Thr 


Val 


224 


Thr 


Met 


Arg 


Arg 


Arg 


Thr 


Leu 


Tyr 


Tyr 


Gly 


Leu 


Asn 


Leu 


Leu 


He 


Pro 


240 


Cys 


Val 


Leu 


He 


Ser 


Ala 


Leu 


Ala 


Leu 


Leu 


Val 


Phe 


Leu 


Leu 


Pro 


Ala 


256 


Asp 


Ser 


Gly 


Glu 


Lys 


He 


Ser 


Leu 


Gly 


He 


Thr 


Val 


Leu 


Leu 


Ser 


Leu 


272 


Thr 


Thr 


Phe 


Met 


Leu 


Leu 


Val 


Ala 


Glu 


He 


Met 


Pro 


Ala 


Thr 


Ser 


Asp 


288 


Ser 


Val 


Pro 


Leu 


lie 


Ala 


Gin 


Tyr 


Phe 


Ala 


Ser 


Thr 


Met 


He 


He 


Val 


304 


Gly 


Leu 


Ser 


Val 


Val 


Val 


Thr 


Val 


He 


Val 


Leu 


Gin 


Tyr 


His 


His 


His 


320 


Asp 


Pro 


Asp 


Gly 


Gly 


Lys 


Met 


Pro 


Lys 


Trp 


Thr 


Arg 


Val 


He 


Leu 


Leu 


336 


Asn 


Trp 


Cys 


Ala 


Trp 


Phe 


Leu 


Arg 


Met 


Lys 


Arg 


Pro 


Gly 


Glu 


Asp 


Lys 


352 


Val 


Arg 


Pro 


Ala 


Cys 


Gin 


His 


Lys 


Gin 


Arg 


Arg 


Cys 


Ser 


Leu 


Ala 


Ser 


368 


Val 


Glu 


Met 


Ser 


Ala 


Val 


Ala 


Pro 


Pro 


Pro 


Ala 


Ser 


Asn 


Gly 


Asn 


Leu 


384 


Leu 


Tyr 


He 


Gly 


Phe 


Arg 


Gly 


Leu 


Asp 


Gly 


Val 


His 


Cys 


Val 


Pro 


Thr 


400 


Pro 


Asp 


Ser 


Gly 


Val 


Val 


Cys 


Gly 


Arg 


Met 


Ala 


Cys 


Ser 


Pro 


Thr 


His 


416 


Asp 


Glu 


His 


Leu 


Leu 


His 


Gly 


Gly 


Gin 


Pro 


Pro 


Glu 


Gly 


Asp 


Pro 


Asp 


432 


Leu 


Ala 


Lys 


He 


Leu 


Glu 


Glu 


Val 


Arg 


Tyr 


He 


Ala 


Asn 


Arg 


Phe 


Arg 


448 


Cys 


Gin 


Asp 


Glu 


Ser 


Glu 


Ala 


Val 


Cys 


Ser 


Glu 


Trp 


Lys 


Phe 


Ala 


Ala 


464 


Cys 


Val 


Val 


Asp 


Arg 


Leu 


Cys 


Leu 


Met 


Ala 


Phe 


Ser 


Val 


Phe 


Thr 


He 


480 


He 


Cys 


Thr 


He 


Gly 


He 


Leu 


Met 


Ser 


Ala 


Pro 


Asn 


Phe 


Val 


Glu 


Ala 


496 


Val 


Ser 


Lys 


Asp 


Phe 


Ala 






















502 
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 25 amino^cidos 
5 (B) TlPO: aminoacido 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(11) TlPO DE MOLECULA: proteina 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID N0:3 

Met Arg Cys Ser Pro Gly Gly Val Trp Leu Ala Leu Ala Ala Ser Leu 16 

10 Leu His Val Ser Leu Gin Gly Glu Phe 25 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 118 pares de bases 
15 (B) TlPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID N0:4 

GGGGGCAGCACTXXSAGCCCATGAGGTGTAGCOXGGAGGAGTGTGGCTGGGACT^^ 60 
20 ATCTCTCCTGCACGTGTCCCTGCAAGGCGAGTTCCAGAGGAAGCTTTACAAGGAGGGG 118 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 20 pares de bases 
25 (B) TlPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:5 

GTTTGGGTCC TGGTCTTACG 20 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 6: 
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 23 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 
5 (D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:6 

GCAGCATGAA GGTGGTAAGA GAG 23 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 7: 

10 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 23 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

15 (xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:7 

CTCTCTTACC ACCTTCATGC TGC 23 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 8: 

(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
20 (A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:8 
25 GTACTGCAGC ACGATCACCG 20 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 9: 

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 20 pares de bases 
30 (B) TIPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID N0:9 
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GGCTACACCT CATGGGCTCG 20 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
5 (A) LONGITUD: 20 pares de bases 

(B) TlPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:10 
10 CGAGCCCATG AGGTGTAGCC 20 



(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO: 11: 

(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 20 pares de bases 
15 (B) TlPO: acido nucleico 

(C) FILAMENTO: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID N0:11 

CCAGGCATTC GGAGCTTGCC 20 



20 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polinucleotido que codifica una variants de una subunidad de 
receptor de acetilcolina nicotfnico (nAChR) a7 humano de tipo natural, en 

5 donde el polinucleotido codifica un polipeptldo que tiene una substitucion 
de aminoacido en la poslcion Yalina-274 del polipeptldo de subunidad de 
nAChR a7 humano de tipo natural, y variantes degenerativas del mismo. 

2, El polinucleotido de la reivindicacion 1, en donde la substitucion es una 
treonina por valina-274. 

10 3. Una celula huesped comprendiendo el polinucleotido de la 
reivindicaci6n 1. 

4. La celula huesped de la reivindicacion 3, en donde dicha celula se 
selecciona del grupo que consiste de una celula bacteriana, una celula de 
mamffero, una celula de levadura, una celula de anflbio y una celula de 

15 estrella de mar. 

5. Un vector de expreslon que comprende el polinucleotido de la 
reivindicacion 1 enlazado operablemente a secuencias de control que 
dirigen la transcripcion del polinucleotido, por lo cual dicho polinucleotido 
se expresa en una celula huesped. 

20 6. El vector de expresion de la reivindicacion 5, en donde el nAChR al 
humano varlante es nAChR a5V274T humano. 

7. Una celula huesped que comprende el vector de expresion de las 
reivindicaciones 5 o 6. 
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8. La celula huesped de la reivindicacion 7, en donde la celula se 
selecclona del grupo que conslste de una celula bacteriana, una celula de 
mamffero, una c6lula de levadura y una celula de anflblo. 

9. Una subunidad de receptor de acetilcolina nicotinico (nAChR) a7 
5 humane variante, en donde la subunidad de nAChR a7 humano varlante 

comprende una substitucion de amlnoacido en la posicion valina-274 del 
polipeptido de nAChR a7 humano de tipo natural, 

10. EI receptor al humano variante de la reivindicacion 9, en donde la 
substitucion en una treonina por la valina-274. 

10 11. Un metodo para identificar compuestos que modulan la actividad de 
receptor de acetilcolin anicotinico (nAChR), comprendiendo: 

(a) proporciona una celula que expresa un polipeptido de nAChR al 
humano variante, que tiene una substitucion de aminoacidos en la posicion 
valina-274 del polipeptido de nAChR al de tipo natural; 
15 (b) mezclar un compuesto de prueba con la c6Iula; y 

(c) medir ya sea 

(I) el efecto del compuesto de prueba en el receptor al 
variante o la celula que expresa dicha subunidad, o 

(II) la ligadura del compuesto de prueba a la celula o al 

20 receptor, 

12. Un metodo para Identificar un compuesto citoprotector, 
comprendiendo: 

(a) proporcionar una celula que expresa un polipeptido de subunidad 
al humana variante o fragmento del mlsmo, que tiene una substitucion de 
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aminoacido en la posicion valina-274 del polipeptido de subunidad a7 
humana de tipo natural; 

(b) combinar un compuesto de prueba con la celula; y 

(c) monitorear la celula o funcion celular para una indicacion fie 
5 citotoxicidad. 

13. Un metodo para detectar polinucleotidos objetivo de subunidad a7 
variante humana en una muestra de prueba, comprendlendo: 

(a) poner en contacto un polinucleotido objetivo de subunidad a7 
variante humana con al menos una sonda de polinucleotido especifico de 

10 subunidad a7 variante humana o complemento de la misma; y 

(b) detectar la presencia del complejo polinucleotido objetivo y sonda 
en la muestra de prueba. 

14. Un polinucleotido purificado o fragmento del mismo derivado de la 
subunidad a7 variante humana capaz de hibridar selectivamente al acido 

15 nucleico de la subunidad al variante humana, en donde la secuencia de 
dicho polinucleotido comprende SEQ ID NO:1 o una porcion del mismo, 
slendo producido dicho polinucleotido por tecnicas recombinantes. 

15. Un polipeptido codificado por un polinucleotido de subunidad al 
variante humana, en donde la secuencia de dicho polipeptido comprende 

20 SEQ ID N0:2 o una porcion de la misma, siendo producido dicho 
polipeptido por tecnicas recombinantes o sinteticas. 

16. Un anticuerpo monoclonal, el cual se liga especificamente a la 
subunidad al variante humana, que tiene la secuencia de aminoacido de 
SEQ ID NO;2 o una porcion de la misma. 
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17. RESUMEN 

Se proporciona un polipeptido de receptor de acetilcolina nicotinico 
a7 (nAChR) humano variante, en donde la variante contiene una 
5 substitucion de aminoacido en la posicion 274 de valina del nAChR a7 
humano de tipo natural. Tambien se proporcionan moleculas de acido 
nucleico que codiflcan el nAChR a7 variante, vectores y celulas huesped 
conteniendo tales moleculas de acido nucleico. Ademas, se proporcionan 
metodos para producir la variante como son metodos para usar tales 
10 variantes para claslficar compuestos por actividad en el nAChR. 
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FIGURA 3 
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FIGURA 7 



